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5Kapitel 1: Einleitung
1.1 Multiple Sklerose
Die Multiple Sklerose (MS) ist eine primär entzündliche Autoimmunerkrankung des zen-
tralen Nervensystems. Bei einem Großteil der Patienten manifestiert sich die Erkrankung 
erstmalig im jungen Erwachsenenalter mit einem schubförmigen Erkrankungsverlauf. 
Mit	zunehmender	Erkrankungsdauer	geht	dieser	häufig	 in	einen	progredienten	Verlauf	
mit akkumulierender neurologischer Funktionsstörung über (Compston and Coles 2008). 
Bildmorphologisch in MRT und Histologie ist die MS durch Plaques der weißen Subs-
tanz mit Demyelinisierung, relativem Axonerhalt und reaktiver Gliose gekennzeichnet 
(McAlpine and Compston 2005). 
Die Therapie der schubförmigen Multiplen Sklerose konnte in den letzten Jahren maß-
gebliche Fortschritte erzielen (Ontaneda, Hyland, and Cohen 2012). Durch die eskalie-
rende immunmodulierende Therapie wird eine substantielle Schubratenreduktion erreicht 
(Sedal, Wilson, and McDonald 2014). Dennoch kommt es auch unter Behandlung mit 
hochaktiven Präparaten weiterhin zu einer schleichenden Progression der MS (Tur and 
Montalban 2017; Wundes et al. 2017). 
Welche zugrundeliegenden Mechanismen den Krankheitsprozess antreiben und wie es 
dabei zur Schädigung von Nervenzellen kommt, ist nur unvollständig verstanden. Im 
Folgenden werden für die vorliegende Arbeit relevante Hypothesen zur Genese und Pa-
thophysiologie der MS dargestellt. Basierend darauf werde ich die Methoden und Ergeb-
nisse meiner Untersuchungen zur Rolle von Ca2+-Dynamiken bei der Axondegeneration 
im Tiermodell der MS beschreiben. Abschließend sollen diese Ergebnisse in Zusam-
menschau mit weiteren Befunden unserer eigenen und anderer Arbeitsgruppen einge-
ordnet und mögliche nächste experimentelle Schritte zu einem besseren Verständnis der 
MS-spezifischen	neurodegenerativen	Prozesse	erläutert	werden.
1.1.1 Epidemiologie
Weltweit sind ungefähr 2,3 Millionen Menschen von der Multiplen Sklerose betrof-
fen (Browne et al. 2014). Bei einer Prävalenz von 289 pro 100.000 Versicherten in 
Deutschland (Petersen et al. 2014) liegt der Inzidenzgipfel bei einem Alter von 30 Jahren 
(Koch-Henriksen	 and	 Sørensen	 2010).	Hierbei	 sind	 Frauen	 in	 etwa	 doppelt	 so	 häufig	
betroffen wie Männer (Petersen et al. 2014). Der Beginn der progredienten Verlaufsform 
liegt	dagegen	etwa	10	Jahre	später	und	betrifft	Frauen	und	Männer	etwa	gleich	häufig	
(Antel et al. 2012). 
6Die genauen Ursachen der Multiplen Sklerose sind bis heute unbekannt. Aus Studien bei 
eineiigen Zwillingspaaren mit Multipler Sklerose wissen wir, dass der genetischen Prädi-
sposition ein Risikoanteil um 30% zukommt (Handunnetthi, Handel, and Ramagopalan 
2010). Dabei besteht das Risiko unabhängig vom Verlaufstyp der Multiplen Sklerose. 
Innerhalb derselben Familie können verschiedene Verläufe auftreten (Weinshenker et al. 
1990).
Neben genetischen Risikofaktoren spielen Umweltfaktoren eine entscheidende Rolle für 
das Auftreten der Multiplen Sklerose. So bestehen bemerkenswerte geographische Un-
terschiede	für	die	MS-Prävalenz.	Dabei	nimmt	die	Häufigkeit	der	MS	mit	der	geographi-
schen Entfernung vom Äquator zu (Simpson et al. 2011). Während die MS in äquator-
nahen	Regionen	 selten	 auftritt,	 ist	 die	Häufigkeit	 in	 nördlichen	Regionen	 höher.	 Eine	
mögliche Interpretation dieser Beobachtung ist eine Korrelation des MS-Risikos zur Son-
nenexposition bzw. zum Serum-Vitamin-D Spiegel (Simpson et al. 2010).
1.1.2 Immunologie
Das	zentrale	Nervensystem	gilt	 aufgrund	 seiner	 spezifischen	 immunologischen	Eigen-
schaften als immunprivilegiertes Organ. So ist der Eintritt von Zellen der adaptiven 
Immunantwort in das zentrale Nervensystem über die Blut-Hirnschranke, die Blut-Li-
quor-Schranke und die Liquor-Hirn-Schranke eng kontrolliert (Bechmann, Galea, and 
Hugh Perry 2007; Korn and Kallies 2017). 
Desweiteren	findet	 die	Expression	von	MHC-Molekülen	 innerhalb	des	ZNS	Gewebes	
nur in beschränktem Umfang statt (Williams et al. 1980). Drittens repräsentiert das An-
tigen-Repertoire in den peripheren Lymphknoten aufgrund der speziellen Eigenschaften 
des	Lymphabflusses	im	ZNS	nicht	das	gesamte	Antigen-Spektrum	im	zentralen	Nerven-
system (Galea, Bechmann, and Hugh Perry 2007). Folglich ist das adaptive Immunsys-
tem naiv gegenüber einer Vielzahl von Antigenen, die im Hirngewebe exprimiert werden. 
Kommt es nun im Rahmen viraler Infektionen zum Übertritt von ZNS-Antigenen in die 
das ZNS-drainierenden Lymphknoten, so kann es möglicherweise in der Konsequenz zur 
unkontrollierten Aktivierung von T-Zellen gegen diese körpereigenen Antigene kommen.
Zusätzlich	patrouillieren	T-Zellen	 in	den	umgebenden	Gefäßen	und	Lymphabflussbah-
nen, um beispielsweise virale Infektionen frühzeitig zu erkennen und einzudämmen. In 
diesem fein austarierten Milieu muss die adaptive Immunantwort im ZNS reguliert wer-
den, um das richtige Maß zwischen Infektionskontrolle und immunvermitteltem Schaden 
aufrechtzuerhalten (Korn and Kallies 2017). 
Dieses Gleichgewicht ist bei der Multiplen Sklerose gestört, sodass es zu einer über-
mäßigen Aktivierung des Immunsystems kommt und Entzündungszellen, insbesondere 
Makrophagen, T-Zellen und B-Zellen ins ZNS einwandern. Wir wollen im Folgenden die 
7Argumente für eine entscheidende Rolle des adaptiven und angeborenen Immunsystems 
bei der MS näher betrachten. 
Genetik 
Genomweite Assoziationsstudien (GWAS)(Baranzini and Oksenberg 2017) geben Hin-
weise auf ein Zusammenspiel von Umweltfaktoren und einem komplexen genetischen 
Risikoprofil	für	die	Entwicklung	einer	zellulär	vermittelten	Entzündungsreaktion	in	der	
Ätiologie der Multiplen Sklerose. 
Innerhalb der letzten 10 Jahre wurden anhand von GWAS mehr als 200 Gen-Loci be-
schrieben, die unabhängig voneinander zur Pathogenese der MS beitragen (Baranzini and 
Oksenberg 2017). So gelang der Nachweis, dass insbesondere Klasse II HLA (Human 
Leucozyte-Antigen)-Gene	(Moutsianas	et	al.	2015)	das	Risiko	beeinflussen,	eine	Multi-
ple Sklerose zu entwickeln. Beispielsweise ist das Gen HLA-DRB1*1501, welches für 
ein MHC-Restriktions-Element von CD4-T-Zellen kodiert, mit einem erhöhten Risiko an 
MS zu erkranken assoziiert. Aber auch Mutationen sogenannter Non-HLA Risiko-Gene 
wie beispielsweise TNFSF13B für das Zytokin Baff, welches die B-Zell Differenzierung 
fördert, sind mit immunologischen Funktionen assoziiert (Moutsianas et al. 2015; Steri 
et al. 2017).
Risikofaktoren
Neben den genetischen Ursachen für die Entstehung einer Multiplen Sklerose geben auch 
die relevanten Umweltfaktoren Hinweise auf eine immunologische Genese. Insbesondere 
für eine stattgehabte EBV-Infektion, einen Vitamin-D-Mangel und das vermehrte Rau-
chen ist ein erhöhtes MS-Erkrankungsrisiko belegt (Munger and Ascherio 2007).
So ist die Assoziation von Sonnenlichtexposition und MS möglicherweise dadurch be-
dingt, dass unter UV-B-Strahlung mehr aktives Vitamin D (1,24 dihydroxyvitamin D3) 
gebildet wird. Das so aktivierte Vitamin-D hemmt die Reifung und Aktivierung antigen-
präsentierender Zellen und verringert die Wahrscheinlichkeit, autoreaktive Zellen durch 
Präsentation von Autoantigenen zu aktivieren (Széles et al. 2009). Die Tatsache, dass 
neben einer verminderten Sonnenexposition auch genetische CYP27B1 Varianten mit 
einem erhöhten MS-Risiko assoziiert sind, veranschaulicht, dass sowohl Umweltfaktoren 
als	auch	die	Genetik	über	eine	gemeinsame	Endstrecke,	die	Modifikation	des	Immunsys-
tems,	das	MS-Risiko	beeinflussen.	
Des Weiteren geben große Kohortenstudien Hinweise darauf, dass eine vorausgegangene 
EBV-Infektion das Entstehen einer Multiplen Sklerose begünstigt (Levin et al. 2010). 
Ebenso stellt ein regelmäßiger Nikotinabusus einen eigenständigen Risikofaktor dar (Ra-
magopalan et al. 2010).
Zusätzlich werden Triggerfaktoren von Erkrankungsschüben und ihr Zusammenspiel 
mit dem Immunsystem diskutiert. Hierzu zählen insbesondere vermehrter Stress, Leben-
8dimpfungen, Infektionen und ein niedriger Vitamin-D-Spiegel im Serum. Aus Tierstudien 
gibt es Hinweise, dass neben diesen Faktoren die Zusammensetzung der Mikrobiota im 
Magen-Darm-Trakt eine Rolle in der Entstehung der Multiplen Sklerose spielen könnte 
(Koch et al. 2013). Dabei konnten Berer und Kollegen zeigen, dass nach Transfer hu-
maner	Mikrobiota	aus	MS-Patienten	eine	spontane	EAE	signifikant	häufiger	auftrat,	als	
nach Transfer aus deren eineiigen, für die MS diskordanten Zwillingen (Berer et al. 2017; 
Hindson 2017).
Zusammenfassend halten wir fest, dass die exakten Auslöser (Trigger) der MS weiterhin 
unklar sind. Die Pathogenese der MS lässt sich jedoch am besten anhand eines mulifak-
toriellen Modells erklären, welches genetische, infektiöse (z.B. Epstein-Barr-Virus (EB-
V)-Infektion) und Umweltfaktoren (z.B. Sonnenexposition und Rauchen) mit einbezieht. 
Dabei deuten ein Großteil dieser Faktoren auf eine gemeinsame Endstrecke im Sinne 
einer Modulation des Immunsystems hin, sodass das fein austarierte Gleichgewicht zwi-
schen Aktivierung und Kontrolle der Immunantwort gestört wird.
Immuntherapien 
Die Daten zur Assoziation von MS-Risikogenen mit der Regulation des adaptiven Im-
munsystems und immunmodulierenden Umweltfaktoren spiegeln sich auch in der ho-
hen Wirksamkeit neuer, gegen B- und T-Zellen gerichteter Therapien wieder (Tabelle 1) 
(Hemmer, Kerschensteiner, and Korn 2015). Diese Therapien führen nicht nur zu einer 
deutlichen Reduktion der entzündlichen Aktivität im ZNS, sondern auch zu einer effekti-
Tabelle 1: Hochaktive Therapien modulieren das angeborene Immunsystem 
(basierend auf Hemmer, Kerschensteiner, and Korn 2015)
Wirkstoff Mechanismus Ziel
Natalizumab Verhindert die Migration von Lympho-
zyten in das Gehirn durch Inhibition des 
α4β1-Integrins
CD4+ T-Zellen > B-Zellen 
> CD8+ T-Zellen
Fingolimod Verhindert Auswanderung von Lym-
phozyten aus den Lymphknoten durch 
Modulation des S1P-Rezeptors
CD4+ T-Zellen> B-Zellen
Alemtuzumab Depletiert CD52+ Zellen in der Periphe-
rie
CD4+ T-Zellen > CD8+ 
T-Zellen > B-Zellen > 
Monozyten/NK-Zellen
Rituximab Depletiert CD20+ Zellen B-Zellen
Daclizumab CD-25 Antikörper vermindert T-Zell-
antwort und expandiert CD56+ NK-Zel-
len
T-Zellen, NK-Zellen
Plasmapherese Vermindert zirkulierende Immunglobu-
lin Level durch Adsorption
Immunglobuline
9ven Schubratenreduktion. 
Daraus	lässt	sich	folgern,	dass	die	histopathologisch	beobachtete	Infiltration	und	Aktivie-
rung von Zellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems eine entscheidende Rolle 
für die Demyelinisierung und den Verlust von Axonen in entzündlichen MS-Läsionen 
und damit für die Genese der klinischen Symptome spielt.
Mögliche Szenarien für die Initiation der Immunantwort
Trotz der Hinweise auf eine zentrale Rolle des Immunsystems bei der Entstehung der 
Multiplen Sklerose ist nicht vollständig geklärt, warum ausschließlich das zentrale Ner-
vensystem betroffen ist und gegen welche Zielantigene sich die Immunantwort richtet. 
Für die Annahme, dass sich die initiale Immunantwort gegen einzelne Antigene im ZNS 
richtet, sprechen die Untersuchungen an T-Zellen von Patienten mit Multipler Sklero-
se. Anhand von hochparalleler Sequenzierung (deep sequencing) des T-Zell-Rezeptor 
(TCR)-Repertoires in Liquor und Serum wurde gezeigt, dass bei MS-Patienten eine hö-
here	Diversität	des	TCR-Repertoires	vorlag,	zusätzlich	war	dabei	die	Häufigkeit	klonaler	
TCR-Expansion deutlich erhöht. Gegenüber dem Serum waren die stark expandierten 
T-Zell-Klone selektiv im Liquor-Raum angereichert. Zusammengefasst weisen diese Da-
ten	auf	eine	antigen-	und	kompartimentspezifische	T-Zell-Expansion	bei	MS-Patienten	
hin (de Paula Alves Sousa et al. 2016; Junker et al. 2007).
Zusätzlich sprechen Befunde aus dem Tiermodell für eine entscheidende Rolle der peri-
pheren	T-Zell-Aktivierung:	Tiere,	welche	humane	Myelin-spezifische	T-Zellen	und	die	
korrespondierenden HLA-Moleküle exprimieren, entwickeln eine experimentelle au-
toimmune Enzephalomyelitis (EAE)(Quandt et al. 2012, 2004; Madsen et al. 1999), die 
in wesentlichen histopathologischen Kriterien der Multiplen Sklerose ähnelt.
Die Zielantigene dieser T-Zellaktivierung bei der Multiplen Sklerose sind nicht bekannt. 
Da in den entzündlichen ZNS-Läsionen neben der axonalen Degeneration auch eine Schä-
digung des Myelins und der Oligodendrozyten im Vordergrund steht, stellen axonale und 
gliale Membranproteine mögliche Kandidaten-Antigene für die Auslösung der Immun-
antwort dar. Insbesondere Antikörper gegen das Myelin-Oligodendrozytenglykoprotein 
(MOG) in der Myelinscheide oder Neurofascin am Ranvierschen Schnürring wurden in 
einzelnen Fallstudien bei MS-Patienten beschrieben (Schirmer, Srivastava, and Hemmer 
2014; Mayer and Meinl 2012). 
Zusätzlich	sprechen	auch	die	liquorspezifischen	oligoklonalen	Banden	(OKBs)	als	Aus-
druck einer Antikörper-Produktion im ZNS für eine Immunantwort gegen bestimmte 
Antigene (Blauth et al. 2015). Eine weitere wichtige Frage ist, in welchem Komparti-
ment die Antigenexposition erfolgt. Dabei sind grundsätzlich zwei Szenarien vorstellbar 
(Hemmer, Kerschensteiner, and Korn 2015):
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„Outside-in“-Hypothese
1) Extrinsische Mechanismen führen zu einer initialen autoimmunen Attacke auf das 
gesunde ZNS (Abbildung 1a). Diese wird beispielsweise durch eine Immunantwort im 
Sinne eines “molekularen Mimikrys” getriggert, sodass antigenpräsentierende Zellen 
(APCs) z.B. durch bakterielle Toll-Like-Rezeptor-Liganden aktiviert werden und das 
“fremde Antigen” präsentieren. Anschließend kommt es in den Lymphknoten zu einer 
systemischen Aktivierung der CD4+ T-Zellen. 
Wenn diese über die Blut-Hirn-Schranke ins zentrale Nervensystem einwandern, können 
sie hier durch eine Antigenpräsentation reaktiviert werden (Kreuzreaktion) und klonal 
expandieren; dabei locken Th17- und Th1-Zellen durch die Ausschüttung von Interfe-
ron-γ	und	GM-CSF	mononukleäre	Zellen	an,	während	Th2-Zellen	eine	Aktivierung	von	
B-Zellen und somit die Stimulation der Antikörperproduktion auslösen (Hemmer, Ker-
schensteiner, and Korn 2015).
Abbildung 1: Mögliche Szenarien der Initiation der Immunantwort a) „outside-in Hypo-
these“: Antigene aus dem peripheren Gewebe wie dem Darm, der Lunge oder der Haut akti-
vieren T-Zellen, die anschließend Ziel-Antigene im ZNS erkennen. Diese Antigene kön-
nen durch molekulare Mimikry ZNS-Antigenen ähneln oder von Viren produziert werden, 
die	 initial	 eine	 systemische	 Infektion	 verursachen,	 bevor	 sie	 das	 ZNS	 infizieren.	 b)	 „in-
side-out“ Hypothese: In ZNS-drainierenden Lymphknoten kommt es zur Aktivierung ei-
ner adaptiven Immunantwort gegen ZNS-Antigene und in der Folge zu einer entzündlichen 
Reaktion im ZNS. In löslicher Form oder an Antigen-präsentierende Zellen gebundene kör-
pereigene Antigene (self-antigens) werden in die ZNS-drainierenden Lymphknoten transpor-
tiert und aktivieren dort T-Zellen. Diese migrieren anschließend in das ZNS und lösen dort 
eine autoimmune Entzündungsreaktion aus. Abbildung basierend auf (Korn and Kallies 2017).
A BDendritische Zelle
B-Lymphozyt
T-Lymphozyt
T-Zell-Aktivierung
An dendritischen Zellen
präsentierte Antigene 
peripheres Gewebe-drainierender Lymphknoten
“Fälschliche”
Einwanderung von
Effektor T-Zellen 
ins ZNS
Lösliche Antigene
T-Zell-Aktivierung
ZNS-drainierender Lymphknoten
Einwanderung 
von Effektor 
T-Zellen ins ZNSZellulär präsentierte Antigene
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„Inside-out“-Hypothese
2) In einem alternativen Szenario erfolgt die Initiation der Immunantwort nicht durch ein 
“Fremdantigen” sondern durch körpereigene Antigene (Abbildung 1b). Dabei geht diese 
Hypothese davon aus, dass es initial zu einem Untergang von Oligodendrozyten kommt, 
wodurch die ZNS-residenten Zellen des angeborenen Immunsystems stimuliert werden. 
Die Migration von APCs in die zervikalen Lymphknoten führt anschließend dort zu einer 
Aktivierung autoreaktiver T-Zellen (Hemmer, Kerschensteiner, and Korn 2015). Diese 
Hypothese stützt sich auf die Beobachtung sogenannter präphagozytischer Läsionen, die 
durch ein verminderte Oligodendrozytendichte und Mikroglia-Aktivierung gekennzeich-
net	 sind,	während	 sich	 nur	wenige	T-Zellen	 oder	 eingewanderte	Makrophagen	 finden	
(Barnett and Prineas 2004). Auch in der Unterteilung der Läsionstypen nach Demyeli-
nierungsmustern	findet	sich	für	die	“Pattern	III”	Läsionen	ein	Fehlen	von	perivaskulären	
Immunzellinfiltraten	sowie	eine	erhöhte	Dichte	geschädigter	Oligodendrozyten	(Lucchi-
netti et al. 2000). 
1.1.3 Diagnose, Verlauf und Therapie
Die Diagnose der Multiplen Sklerose erfordert den Nachweis einer räumlichen und zeit-
lichen Dissemination von entzündlichen Läsionen im ZNS. Dabei beruht die Diagnose 
primär auf den klinisch-neurologischen Befunden. Zusätzlich ermöglicht die Revision 
der McDonald Kriterien von 2017 (Thompson et al. 2017) unter Berücksichtigung von 
MRT- und Liquorbefunden eine frühe Diagnosestellung. 
Zum Ausschluss wichtiger Differentialdiagnosen und zur weiteren Sicherung der Diag-
nose werden ergänzende Untersuchungen empfohlen. Zu diesem Zweck erfolgt einerseits 
eine Liquordiagnostik, die typischerweise eine geringe Pleozytose sowie eine positive 
Masern-Röteln-Zoster	(MRZ)-Reaktion	(Jarius	et	al.	2017)	und	liquorspezifische	oligo-
klonale Banden als Ausdruck der Entzündungsreaktion im ZNS zeigt. Andererseits lässt 
sich anhand evozierter Potentiale eine Latenzverzögerung als Hinweis auf eine abgelau-
fene Demyelinisierung im ZNS nachweisen. 
Während die Erkrankungsschübe zu Beginn der MS mit vorherrschend schubförmigem 
Verlauf (RRMS) meist wieder vollständig remittieren, kommt es bei etwa 60% der Pa-
tienten zu einem Übergang in einen chronisch progredienten Verlauf mit schleichender 
Zunahme der neurologischen Funktionsstörung. Darüber hinaus besteht bei etwa 15% 
der MS-Patienten von Beginn der Erkrankung an ein chronisch-progredienter Verlauf 
(PPMS), ohne dass in der Vorgeschichte Erkrankungsschübe auftraten (Christian Con-
favreux	and	Compston	2006).	Häufige	Schübe	zu	Erkrankungsbeginn	sowie	ein	junges	
Erkrankungsalter stellen prädisponierende Faktoren für den Übergang in einen chro-
nisch-progredienten Verlauf dar, haben jedoch nach dem Überschreiten eines bestimmten 
Behinderungsgrades	keinen	Einfluss	mehr	auf	den	Verlauf	der	chronischen	Progression	
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(C. Confavreux 2003). Zudem unterscheiden sich die primär- und sekundär progredien-
te Verlaufsform nicht in der zeitlichen Dynamik der chronischen Progression (Kremen-
chutzky	et	al.	2006).	Ebenso	beeinflussen	weitere	Faktoren,	wie	die	Anzahl	der	Erkran-
kungsschübe oder der entzündlichen Läsionen im cMRT das Eintreten einer chronischen 
Krankheitsprogression nicht (C. Confavreux 2006). 
Dies legt nahe, dass sich die sekundär- und primär progrediente MS eher in quantitativen 
Aspekten wie der Läsionszahl und räumlichen Verteilung klinisch eloquenter Läsionen 
unterscheiden, während sie grundsätzlich pathophysiologisch einen gemeinsamen Krank-
heitskomplex darstellen (Schumacher, Mahler, and Kerschensteiner 2017). 
Die	traditionelle	Einteilung,	welche	einen	schubförmigen	Verlauf	mit	inflammatorischen	
Komponenten im Vordergrund von einem chronisch-progredienten mit vorherrschend 
neurodegenerativer Degeneration abgrenzt, wird in Anbetracht klinisch-neurologischer, 
bildmorphologischer und neuropathologischer Untersuchungen zunehmend relativiert 
(Scott 2017). Einerseits lassen sich bereits bei Patienten mit klinisch isoliertem Syndrom 
(CIS), also in einem sehr frühen Erkrankungsstadium, chronische neurologische Funkti-
onsstörungen wie Konzentrationsstörungen nachweisen (Anhoque et al. 2010) und auch 
in	der	optischen	Coherenztomographie	(OCT)	findet	sich	bei	CIS	Patienten	eine	bilaterale	
Abnahme der Nervenfaserschichtdicke, ohne dass zuvor eine klinisch apparente Sehner-
venentzündung abgelaufen ist (Hanson et al. 2016). 
Diese Befunde werden weiter unterstützt durch MRT-Studien bei Patienten mit CIS, wel-
che eine frühe zerebrale und spinale Atrophie zeigten (Brex et al. 2001; Pérez-Miralles et 
al.	2013).	Neben	diesen	bildmorphologischen	Befunden	finden	sich	auch	im	Liquor	von	
CIS-Patienten	Marker	einer	neuronalen	Degeneration	wie	erhöhtes	Neurofilament	(Håk-
ansson	et	al.	2017),	ein	neuronenspezifisches	Intermediärfilament.	Andererseits	kann	es	
auch bei Patienten mit chronisch progredientem Verlauf zu aufgesetzten Erkrankungs-
schüben und korrespondierenden kontrastmittelaufnehmenden Läsionen kommen (Paz 
Soldán et al. 2015). 
Zummengefasst zeigen diese Daten, dass die scharfe Abgrenzung eines rein schubför-
migen von einem progredienten Verlauf kaum möglich ist und es bereits früh im Verlauf 
der MS zu einer chronischer Progression kommt. Diese Sichtweise setzt sich auch zu-
nehmend im klinischen Alltag durch. Dies manifestiert sich beispielsweise in neueren 
Kriterien des Krankheitsverlaufs, welche parallel das Vorliegen einer klinischen und pa-
raklinischen (schubförmigen) Krankheitsaktivität sowie einer (chronischen) Krankheits-
progression dokumentieren (Lublin et al. 2014). 
Die Therapie der Multiplen Sklerose zielt derzeit primär auf eine Reduktion der Krank-
heitsaktivität ab. Klassischerweise dienen hierfür insbesondere die Schubratenreduktion 
und die Anzahl neu aufgetretener MRT-Läsionen als Paramter. Hierbei konnten zuletzt 
deutliche Fortschritte verzeichnet werden und es stehen mehr als ein Dutzend Präparate 
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mit belegter Wirksamkeit in der Therapie der schubförmigen Multiplen Sklerose zur Ver-
fügung (Reich, Lucchinetti, and Calabresi 2018). 
Demgegenüber steht das langfristige Ziel der MS-Therapie, eine schleichende Progres-
sion der Erkrankung und damit eine chronische Funktionsstörung zu verhindern oder zu 
verzögern. Während für die immunmodulierenden Therapien, insbesondere die mono-
klonalen Antikörpertherapien wie Natalizumab, Alemtuzumab oder Rituximab und auch 
die autologe Knochenmarkstransplantation selbst bei hochaktiven Krankheitsverläufen 
der RRMS eine deutliche Wirksamkeit auf die Entstehung neuer MRT-Läsionen belegt 
ist, zeigen diese Therapien keine oder nur geringe Effekte auf die schleichende klinische 
Krankheitsprogression oder die Atrophierate im cMRT (Ontaneda, Fox, and Chataway 
2015; Leary et al. 2003). 
Aus diesen Befunden lassen sich grundsätzlich folgende mögliche Hypothesen ableiten: 
(1)	Die	Neurodegeneration	ist	direkte	Folge	einer	andauernden,	chronischen	Inflamma-
tion im ZNS, welche losgelöst vom peripheren Immunsystem fortbesteht und so konti-
nuierlich die Nervenzellen schädigt (kompartimentalisierte, chronische Entzündungsre-
aktion).	(2)	Die	Inflammation	stößt	einen	irreversiblen,	neurodegenerativen	Prozess	an,	
der im späten Stadium nicht mehr auf einer anhaltenden Entzündungsreaktion beruht, 
sondern sich selbst weiter antreibt (selbstunterhaltende Neurodegeneration). (3) Es be-
steht von vorn herein eine primäre Neurodegeneration, die eine sekundäre Aktivierung 
des Immunsystems hervorruft (primäre Neurodegeneration). 
Um	die	Zusammenhänge	zwischen	Inflammation	und	Neurodegeneration	besser	zu	ver-
stehen ist es entscheidend, die Mechanismen zu erforschen, die der Neurodegeneration 
bei der MS zugrundeliegen und basierend darauf neue Therapien für den progredienten 
Verlauf der MS zu entwickeln. 
1.1.4 Pathologie 
Histopathologisch wurde die “Sclérose en Plaque” (Charcot 1868) erstmals 1868 von 
Jean Martin Charcot beschrieben. Zentral war dabei die Erkenntnis, dass dieser rätsel-
haften, in Schüben verlaufenden neurologischen Erkrankung entzündliche Plaques in der 
weißen und grauen Substanz des Gehirns und des Rückenmarks zugrunde liegen. Diese 
Plaques	 zeichnen	 sich	 durch	 eine	 ausgeprägte	 Immunzellinfiltration	mit	 resultierender	
Demyelinisierung bei relativem Axonerhalt und reaktiver Astrogliose aus (Compston and 
Coles 2008). 
Aus neueren histologischen Untersuchungen wissen wir, dass an der Entstehung dieser 
entzündlichen Läsionen sowohl das angeborene Immunsystem als auch das erworbene 
Immunsystem beteiligt sind (B. F. G. Popescu and Lucchinetti 2012; Hemmer, Kerschen-
steiner, and Korn 2015) und es typischerweise im Anschluss an eine Phase mit akuter Ent-
zündung zu einer narbenartigen Astrogliose kommt, die das makroskopisch-histologische 
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Bild der Multiplen Sklerose prägt (Cordiglieri and Farina 2010). 
Insgesamt zeigt sich histopathologisch während des Krankheitsverlaufs ein heteroge-
nes Bild: Während zum Zeitpunkt des ersten Krankheitsschubs vor allem die früh- und 
spät-aktiven	Läsionstypen	mit	deutlichem	inflammatorischen	Infiltrat	und	einer	aktiven	
Demyelinisierung	 im	Vordergrund	 stehen,	finden	 sich	mit	 fortschreitender	Erkrankung	
zunehmend chronisch aktive und inaktive Läsionen (B. F. G. Popescu and Lucchinetti 
2012; Frischer et al. 2015).
Im Folgenden wollen wir die axonale Pathologie mit Fokus auf die aktiven Läsionen bei 
der Multiplen Sklerose betrachten.
Aktive Läsionen
Die	massive	Infiltration	entzündlicher	Zellen	im	Zentrum	aktiver	Läsionen	resultiert	in	
einer ausgeprägten Demyelinisierung, dem Verlust adulter Oligodendrozyten und der 
Schädigung	von	Axonen.	Dabei	findet	sich	in	den	aktiven	Läsionen	ein	dichtes	Neben-
einander von CD3+/CD8+ T-Lymphozyten und KiM1P/CD68 positiven mononukleären 
Zellen mit phagozytierten Myelinresten in ihrem Zellinneren. Zusätzlich lassen sich pe-
rivaskulär	 Zellinfiltrate	 nachweisen,	 die	 in	 erster	 Linie	T-Lymphozyten	 und	 zu	 einem	
geringeren Teil B-Lymphozyten enthalten. Weiterhin kommt es zu einer Störung der Blut-
Hirn-Schranke, die sich im MRT als fokale Gadoliniumaufnahme darstellen lässt. 
Chronisch aktive und inaktive Läsionen
Neben	den	aktiven	Läsionen	finden	sich	auch	sogenannte	chronisch	aktive	Läsionen	(engl.	
“smoldering lesions”), welche fast ausschließlich bei Patienten mit chronisch progredien-
tem	Verlauf	auftreten.	In	diesen	schwelenden	Läsionen	finden	sich	im	Zentrum	nur	noch	
vereinzelte Entzündungszellen, innerhalb eines Randwalls aus aktivierten Makrophagen/
Mikroglia (Frischer et al. 2015).
aktiv
schubförmig progredient
inaktivchronisch aktiv
Mikroglia
Makrophage
Astrozyt
Lymphozyt
Axon / Myelin 
Abbildung 2: Läsionstypen im Verlauf der Multiplen Sklerose. Das histopathologische Bild 
des	schubförmigen	Krankeitsverlaufs	bestimmen	die	„aktiven“	Läsionen	mit	dichter	Infiltration	
von Phagozyten, Demyeliniserung und Axonschaden. Im Krankheitsverlauf treten zunehmend 
„chronisch aktive“ Läsionen auf mit einem charteristischem Randwall aus Mikroglia und hy-
pozellulärem	Zentrum.	 Im	progredieten	Krankheitsstadium	finden	 sich	vor	 allem	 inaktive	Lä-
sionen mit Astrogliose und kaum aktiver Axonschädigung (Abbildung aus Schumacher, Mahler, 
and Kerschensteiner 2017).
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Mit zunehmendem Alter der Patienten wird das histologische Bild der MS durch “aus-
gebrannte” (smoldering plaques) bzw. chronisch inaktive Läsionen bestimmt, die kaum 
noch aktivierte Entzündungszellen aufweisen und eine ausgeprägte Astrogliose zeigen. 
Diese Läsionen weisen kaum noch aktiv fortschreitenden axonalen Schaden und sind 
diesbezüglich vergleichbar mit normal erscheinender weißer Substanz bei nicht-MS-Kon-
trollgruppen gleichen Alters (Frischer et al. 2009).
Axonale Pathologie in aktiven Läsionen
Von Beginn der Erkrankung an lässt sich neben einer Demyelinisierung auch ein axonaler 
Schaden nachweisen (Trapp et al. 1998). Das Ausmaß der neuronalen Pathologie korre-
liert dabei mit der klinischen Funktions-
störung und ist bei Patienten mit progre-
dientem Krankheitsverlauf ausgeprägter 
als bei der schubförmigen MS (Fisniku 
et al. 2008; Fisher et al. 2002; V. Popes-
cu et al. 2015; Bjartmar et al. 2000). 
Verschiedene histopathologische Metho-
den wurden entwickelt, um die axonale 
Pathologie bei der Multiplen Sklerose zu 
untersuchen. Die Bielchowsky Silberfär-
bung (Abbildung 4c) wurde in Analogie 
zu Ramón y Cajals Silberimpregnation 
von Michael Bielchowsky entwickelt, 
um die Morphologie von Nervenfasern 
in Physiologie und Pathologie detailliert 
darzustellen (Uchihara 2007). 
Um die funktionelle Pathologie über eine rein morphologische Veränderung der Axone 
hinaus	zu	beurteilen,	stehen	neuere	Färbemethoden	zur	Verfügung,	die	auf	der	spezifi-
schen Darstellung von bestimmten Proteinen als Marker der Axonschädigung beruhen. 
So	lassen	sich	beispielsweise	dephosphorylierte	Neurofilamente,	zentrale	Strukturprotei-
ne von Neuronen, als Marker der Axonschädigung darstellen (Abbildung 3)(Dutta et al. 
2006; Trapp et al. 1998; Petzold et al. 2008). 
In elektronenmikroskopischen Untersuchungen an demyelinisierten Axonen in chroni-
schen	Läsionen	findet	 sich	 als	ultrastrukturelles	Korrelat	 der	Desposphorylierung	eine	
verminderte	Anzahl	 von	 Neurofilament-Seitenarmen	 mit	 in	 der	 Folge	 kompaktiertem	
Neurofilament	und	einer	frühen	Störung	des	schnellen	axonalen	Transports	(Dutta	et	al.	
2006). 
Die Morphologie der Axondegeneration folgt dabei stereotypen Mustern im Rahmen der 
fokalen	Axon-Degeneration	(FAD)(Nikić	et	al.	2011).	Bei	der	FAD	kommt	es	zur	Aus-
Abbildung 3: SMI-32+ positive Ax-
one mit aktiver Demyeliniserung (Pfeil-
spitzen). Ein Axon ist fragmentiert und 
geschwollen (Pfeil) (Trapp et al. 1998).
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bildung fokaler Schwellungen, die sich innerhalb entzündlicher Läsionen präferentiell an 
den Ranvierschen Schnürringen ausbilden und unabhängig von der Myelinisierung des 
Axons	auftreten	(Nikić	et	al.	2011).	Ausgehend	von	diesen	Axonschwellungen	(Beading) 
sowie der verjüngten, im Intervall liegenden Axonanteile kommt es schließlich zum Kon-
tinuitätsverlust des Axons(end bulbs). Eine mögliche Hypothese ist, dass der vermehrte 
Energiebedarf an den Ranvierschen Schnürringen diese zu Prädilektionsstellen für die 
Axonschwellungen macht. 
In	Mauslinien	mit	fluoreszenz-markierten	Mitochondrien	konnte	zudem	gezeigt	werden,	
dass den morphologischen Veränderungen in der FAD eine Störung des axonalen Trans-
ports vorausgeht und bereits in morphologisch intakten Axonen auftritt. 
Bemerkenswerterweise sind sowohl die axonale Schwellung als auch das mitochondri-
ale	Transportdefizit	teilweise	reversibel	und	können	durch	Therapie	mit	Sauerstoff-	und	
Stickstoffradikalfängern	verhindert	werden	(Sorbara	et	al.	2014;	Nikić	et	al.	2011).	Damit	
stellt das reversible Stadium der Axonschwellung einen interessanten Angriffspunkt für 
therapeutische Strategien der Neuroprotektion dar.
1.1.5 Pathomechanismen der Axonschädigung
Die Fortschritte und Resultate der histopathologischen Untersuchungen zeigen, dass der 
axonale	Schaden	 einen	Großteil	 der	 anhaltenden	 neurologischen	Funktionsdefizite	 bei	
MS-Patienten bestimmt. Insbesondere im Rückenmark kommt es im Mittel zu einem 
Verlust von 30-60% der Axone, mit direkten klinischen Auswirkungen wie Gang- und 
Blasenstörungen (Bernitsas et al. 2015; Schlaeger et al. 2015; Ganter, Prince, and Esiri 
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Abbildung 4: Stadien der fokalen Axondegeneration in EAE und MS a) Konfoka-
le Mikroskopie einer entzündlichen Läsion in EAE mit Axonen unterschiedlichen Sta-
dien der FAD (grüner Pfeil: Stadium 0, morphologisch unauffällig; gelber Pfeil: Stadi-
um 1, Fokale Schwellung, roter Pfeil: Stadium 2, Axon-Fragmentation). b) Vergrößerte 
Ausschnitte aus a) mit Fehlfarbendarstellung typischen Axonmorphologie in den Stadien 
0-2 der FAD. c) Bielschowsky Silber-Färbung von Axonen (FAD Stadium 0-2) in akuten hu-
manen	 MS-Läsionen	 d)	 Häufigkeitsverteilung	 der	 FAD-Stadien	 im	 Verlauf	 der	 EAE	 (N=-
Kontrolle)	 0-30	 Tage	 nach	 Beginn	 der	 EAE.	 (Abbildung	 adaptiert	 von	 (Nikić	 et	 al.	 2011)).
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1999; Petrova et al. 2017). 
Diese Axonschädigung bereits in einem frühen Krankheitsstadium zu verhindern muss 
daher zentrales Ziel der Behandlung von Patienten und der Entwicklung neuer Therapie-
strategien sein. Im Folgenden wollen wir die für vorliegende Arbeit relevanten Hypothe-
sen zur Mechanismen der Axonschädigung bei MS betrachten.
Zytokine, Chemokine und „immunologische Synapse“
Durch	die	Infiltration	aktivierter	Immunzellen	kommt	es	zur	Freisetzung	proinflammatori-
scher Signal- und Effektormoleküle (TNF-alpha, reaktive Sauerstoff- und Stickstoff-Spe-
zies, Glutamat, Metalloproteasen) (Popescu and Lucchinetti 2012). Diese bewirken einer-
seits eine direkten Schädigung von Oligodendrozyten und Neuronen. Andererseits wird 
die Entzündungsreaktion durch positive Rückkopplungsmechanismen weiter verstärkt. 
So	aktivieren	Zytokine	wie	IL-1α,	TNF	and	C1q	benachbarte	Astrozyten.	Diese	nehmen	
dadurch einen sogenannten A1-Astrozyten-Phänotyp an und verlieren damit nicht nur 
ihre unterstützende und ho-
möostatische Funktion son-
dern begünstigen zusätzlich 
die humoral vermittelte 
Schädigung von Neuronen 
und Oligodendrozyten 
(Liddelow et al. 2017).
Neben der Aktivierung von 
Phagozyten und Astrozy-
ten	 führt	 die	 Infiltration	
von CD3+ T-Lymphozy-
ten auch zu einer direkten 
Axonschädigung. So las-
sen sich in MS-Läsionen 
Granzym-B exprimieren-
de CD8+-T-Lymphozyten 
nachweisen, die direkt an 
demyelinisierte Axone an-
gelagert sind, wobei die 
zytotoxischen Vesikel auf 
der dem Axon zugewand-
ten Seite der Zellen akku-
mulieren. Diese “immuno-
logische” Synapse führt zu 
einer direkten Axonschädi-
Abbildung 5: Mediatoren axonaler Schädigung in en-
tzündlichen MS-Läsionen (Schumacher, Mahler, and Ker-
schensteiner 2017).
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gung durch zytotoxische T-Zellen (Bitsch 2000; Neumann et al. 2002). Korrespondierend 
konnten Siffrin und Kollegen in der EAE die Ausbildung immunologischer Synapsen 
zwischen Neuronen und Th17-Zellen zeigen. Diese resultierte in einer lokalen Axonschä-
digung mit Anstieg des axonalen Ca2+-Konzentration (Siffrin et al. 2010). 
Insgesamt entsteht als gemeinsame Endstrecke ein zunehmender Energiemangel des 
Axons und ein Zustand der “virtuellen Hypoxie” mit unkontrolliertem Einstrom von Ca2+ 
der schließlich den Untergang des Axons einleitet und zum Zerfall des axonalen Zytos-
keletts führt (Harris und Sloane, 2012).
Exzitotoxizität, Azidose und neuroglialer Haushalt
Magnetresonanz-spektroskopischen (MRS)-Studien zeigen, dass in den entzündlichen 
Läsionen ebenso wie in der NAWM erhöhte Glutamatkonzentrationen bestehen. Diese 
korrelieren sowohl mit dem Axonschaden gemessen als N-acetylaspartate (NAA) Kon-
zentration, dem Hirnvolumen und kognitiven Parametern (Azevedo et al. 2014). 
In Zusammenschau mit histologischen (Vallejo-Illarramendi et al. 2006) und liquordia-
gnostischen (Sarchielli et al. 2003) Untersuchungen bestehen also Hinweise auf erhöhte 
Glutamatkonzentrationen im ZNS bei MS-Patienten. Kommt es zu solch erhöhten Gluta-
matkonzentrationen am synaptischen Spalt, resultiert eine Übererregung des postsynap-
Abbildung 6: Mögliche Mechanismen der Axonschädigung. Im	 inflammatorischen	Milieu	
entzündlicher Läsionen kommt es durch unterschiedliche Mechanismen zu einem unkontrolli-
erten Ca2+-Einstrom aus dem Extrazellulärraum sowie aus intrazellulären Ca2+-Speichern wie 
dem endoplasmatischem Retikulum und den Mitochondrien  (Abbildung adaptiert von Minh 
Schumacher und Jonas Lehmitz). 
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tischen Neurons mit einem unkontrollierten Anstieg der zytoplasmatischen Ca2+ Konzen-
tration und Schädigung des Axons (Saab et al. 2016; Piani et al. 1992; Sarchielli et al. 
2003). 
Neben der Aktivierung von neuronalen Glutamat-Kanälen führt das azidotische Milieu 
entzündlicher MS-Läsionen auch zur Öffnung von Azidose-sensitiven Kanälen (neu-
ronal proton-gated acid-sensing ion channel-1(ASIC1))(Friese et al. 2007). Diese sind 
für Na+- und Ca2+-Ionen permeabel und tragen ebenfalls zur Dysregulation der axonalen 
Ca2+-Konzentration bei, sodass eine pharmakologische Blockade oder eine genetische 
Deletion dieser Kanalmoleküle im Mausmodell der MS (EAE) einen günstigen Effekt auf 
den klinischen Verlauf hat (Friese et al. 2007).
Zusätzlich führt der Verlust der Myelinscheide führt zu einer verminderten elektrischen 
Isolation der Axone, wodurch die saltatorische Erregungsweiterleitung gestört ist, es zu 
einer Umverteilung von spannungsabhängigen Natriumkanälen über die Axonmembran 
kommt und der zu einem erhöhten axonalen Energieverbrauch führt (Black et al. 2007). 
Zusammenfassend kommt es durch Glutamat-mediierte Exzitotoxizität sowie durch 
den Verlust der isolierenden und trophischen Myelinscheide zu einer Übererregung und 
schließlich wiederum zu einem überschießendem Ca2+-Einstrom.
Oxidativer Stress
In den aktiven Läsionen setzen eingewanderte Makrophagen und aktivierten Mikroglia 
im Rahmen der Phagozytose große Mengen an reaktiven Sauerstoff- (ROS) und Stick-
stoffspezies (RNS) frei. ROS und RNS reagieren mit zellulären Proteinen, Nukleinsäuren 
und Lipiden und fördern den intrazellulären Abbau phagozytierter Fremdkörper (Gwinn 
and Vallyathan 2006). Diese Prozesse dienen physiologischerweise bei der akuten Ent-
zündung der Erregerabwehr und dem Schutz des Gewebes.
Histopathologische Befunde zeigen, dass in MS-Läsionen sowohl eine gesteigerte 
NADPH-Oxidase Expression als auch vermehrt oxidierte Phospholipide und DNA-Strang-
brüche - als Hinweis auf einen stattgehabten oxidativen Schaden - auftreten (Marie T. 
Fischer et al. 2012; Haider et al. 2011; Marie Therese Fischer et al. 2013). Durch die 
Akkumulation von oxidierten Phospholipiden in der Axonmembran verliert diese an Fle-
xibilität und es kann zum Verlust der Membranintegrität kommen (Stark 2005; Hermann 
et al. 2014).
Bleibt diese Entzündungsreaktion chronisch bestehen, so führt das oxidative Mili-
eu zusätzlich zu einer intrinsischen Stressantwort der umgebenden Zellen – es kommt 
zur	Schädigung	von	Mitochondrien	und	damit	zu	einem	zunehmenden	Energie-Defizit	
(Abbildung 7). Entsprechend konnten Redford und Kollegen zeigen, dass es durch die 
Gabe von NO zu einem Leitungsblock (durch Depolarisation) in Axonen kommt, welcher 
durch die pharmakologische Gabe des Na+/Ca2+-Blockers Bepridil verhindert wird (Red-
ford, Kapoor, and Smith 1997). 
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Nikic et al. konnten analog zeigen, dass die Applikation von NO bereits in Axonen mit in-
takter	Myelinscheide	Mitochondrienveränderungen	im	Sinne	einer	FAD	ausgelöst	(Nikić	
et al. 2011). Zusätzlich können ROS und RNS den mitochondrialen Transport in gesun-
den Axonen zum Erliegen bringen, während die Gabe von Radikalfängern in der EAE 
diesen wieder reaktivieren kann (Sorbara et al. 2014).
„Virtual Hypoxia“, Ca2+-Einstrom und Abbau des Zytoskeletts
Zusammenfassend führen die oben beschriebenen Faktoren (Glutamat-Exzitotoxizität, 
Azidose, Demyelinisierung und oxidative Schädigung der Zellmembran, der Mitochondri-
en	und	des	mitochondrialen	Transports)	zu	einem	Energie-Defizit	(ATP-Mangel,	„virtual	
Hypoxia“)) des Axons (Stys and Lopachin 1998; Agrawal and Fehlings 1996).
Die resultierende Depolarisation der Axonmembran führt zu einer Umkehrung des Na+/
Ca2+-Austauschers (NCX) (Stys, Waxman, and Ransom 1991) und einer Öffnung von 
spannungsabhängigen Ca2+-Kanälen	 (George,	Glass,	 and	Griffin	 1995;	 Fern,	 Ransom,	
and Waxman 1995). 
In der Folge kommt es zur Aktivierung von Ca2+-abhängigen Proteasen (Banik and 
Shields, n.d.; Das et al. 2008), die das axonale Zytoskelett abbauen. Der Verlust des Mir-
Abbildung 7: «Virtual Hypoxia» Initial kommt durch eine oxdative Schädigung der Mito-
chondrien	 zu	 einem	ATP-Defizit.	Der	 resultierende	Funktionsverlust	 der	Na+/K+-ATPase führt 
zu einer Depolarisation des Axons, zum Umkehrmodus des Na+/Ca2+-Austauschers (NCX) und 
damit zum weiteren Einstrom von Ca2+-Ionen aus dem Extrazellulärraum (Abbildung adaptiert 
von Minh Schumacher und Jonas Lehmitz). 
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kotubuli-Netzwerks sowie der vorbestehende ATP-Mangel führen zum Zusammenbruch 
des schnellen axonalen Transports und es bilden sich die histologisch beobachteten axo-
nalen Schwellungen (Kreutzer et al. 2012; Trapp et al. 1998). Bei einer weiteren Schädi-
gung der Axone, fragmentieren diese schließlich und es kommt zum irreversiblen Funk-
tionsverlust	des	Axons	(Nikić	et	al.	2011).	
1.2 Die EAE als Tiermodell der Multiplen Sklerose
Verschiedene Tiermodelle der Multiplen Sklerose dienen der Untersuchung histologischer 
Veränderungen, Pathomechanismen und neuer Therapieoptionen (Hohlfeld and Wekerle 
2001). Dabei lassen sich je nach Fragestellung an einem bestimmten Tiermodell einzelne 
Aspekte und Verläufe der MS untersuchen (Kipp et al. 2017; Bigazzi 1995). 
Das am weitesten verbreitete Modell ist die experimentelle autoimmune Enzephalomye-
litis (EAE). Die einfachste Form derselben ist die aktive EAE (Krishnamoorthy and We-
kerle 2009), eine induzierte Autoimmunkrankheit des ZNS, bei der es zu T-Zell mediier-
ter Entzündung, Demyelinisierung und Neurodegeneration kommt (Gold, Linington, and 
Lassmann 2006; Koritschoner RS 1925; Rivers, Sprunt, and Berry 1933). 
Dabei werden die Tiere mit ZNS-Antigenen immunisiert. Zusätzlich wird die Immunant-
wort mit komplettem Freundschem Adjuvans, einem Gemisch aus Mineralöl und abgetö-
tetem Mykobakterium tuberkulosis stimuliert und die Blut-Hirn-Schranke mit Pertussis 
Toxin	modifiziert,	um	den	Eintritt	der	Entzündungszellen	zu	erleichtern.	Je	nach	verwen-
detem	Antigen	und	Mausstamm	kommt	es	in	der	Folge	zu	einem	spezifischen	Verlauf	und	
Läsionsmuster der Erkrankung. 
Klinisch entwickeln die Tiere nach etwa zwei Wochen eine von dorsal nach kranial auf-
steigende, neurologische Funktionsstörung mit Schwanzschwäche und Paraparese. His-
topathologisch ähnelt die axonale Pathologie der EAE dabei in vielen Punkten der MS 
(Soulika et al. 2009). Insbesondere die entzündlich mediierte axonale Schwellung und 
Fragmentation lässt sich so in mit Myelin Oligodendrozyten (MOG)-Peptid induzierter 
EAE in Mäusen nachweisen (Herrero-Herranz et al. 2008). 
In	diesem	EAE-Modell	kommt	es	bereits	früh	im	Krankheitsverlauf	zur	Infiltration	von	
Lymphozyten und Zellen des angeborenenen Immunsystems mit der Ausbildung akuter 
entzündlicher Läsionen im Rückenmark und fokaler Axonschädigung. Im chronischen 
Verlauf	findet	sich	ein	progredienter	symmetrischer	Verlust	von	kortikospinalen	Axonen,	
ohne	entsprechende	aktive	entzündliche	Infiltrate	im	Rückenmark	(Soulika	et	al.	2009).	
Um die komplexen Vorgänge bei der Entstehung der humanen MS besser abzubilden, 
werden kontinuierlich neue EAE Modelle entwickelt. Da es durch die Immunisierung mit 
großen Mengen Adjuvans zu einer Modulation des gesamten Immunsystems der behan-
delten	Tiere	kommen	kann	und	damit	unspezifische	Effekte	hervorgerufen	werden,	wur-
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den sogenannte “passive transfer EAE” (pEAE)-Modelle entwickelt (Krishnamoorthy 
and Wekerle 2009). Hierfür werden in-vitro	aktivierte	MOG-spezifische	T-Zellen	in	naive	
Tiere transferiert und lösen dort eine anti-MOG gerichtete Entzündungsantwort aus. 
Um die Entstehung der Autoimmunantwort, die in der aktiven EAE und pEAE jeweils 
durch externe Eingriffe ausgelöst wird, besser untersuchen zu können, wurden zuletzt 
spontane EAE (sEAE) Modelle entwickelt. Die “humanisierten” transgenen Tiere, die 
T-Zell-Rezeptoren	aus	humanen	MOG-Antigen-spezifischen	T-Zell-Klonen	exprimieren,	
entwickeln so ohne externe Manipulation eine spontane EAE.
Trotz der kontinuierlichen Entwicklung in Richtung “humanisierterer” Modelle kann die 
EAE nicht die Komplexität der MS abbilden und es bestehen die folgenden wichtige Un-
terschiede (Sriram and Steiner 2005, Kipp et al. 2017) zwischen MS und EAE:
(1) Ein Großteil der EAE-Modelle greift auf Inzuchtstämme zurück, sodass genetische 
Unterschiede von vornherein aus der Analyse ausgeschlossen sind und somit die Situati-
on im Menschen nur unvollständig wiedergegeben wird. (2) Desweiteren wird die EAE 
durch ein bestimmtes Antigen vermittelt und folgt damit auch einer stereotypen Läsi-
onsverteilung, während bei der MS kein einzelnes kausales Antigen bekannt ist und die 
Läsionen grundsätzlich im gesamten ZNS auftreten können. (3) Die unterschiedlichen 
immunologischen Läsionsmuster (B. F. G. Popescu and Lucchinetti 2012) der Multiplen 
Sklerose	finden	sich	in	der	EAE	nur	zum	Teil	wieder,	sodass	das	komplexe	histopatholo-
gische und pathomechanistische Spektrum der MS nur teilweise durch die EAE abgebil-
det wird. 
Ein zentraler Aspekt ist hierbei die Dominanz von CD4+ T-Zellen in der EAE, während 
für die Multiple Sklerose zunehmend Hinweise auf eine entscheidende Rolle von CD8+ 
T-Zellen vorliegen (Salou et al. 2015). Zudem zeigt sich retrospektiv, dass die EAE auf-
grund der Unterschiede im zeitlichen Verlauf und einer Vielzahl von falsch-positiven und 
zum Teil auch falsch negativen Therapiestudien im Tiermodell nur eingeschränkt für die 
Entwicklung neuer Therapien der MS geeignet ist (Friese et al. 2006) 
Ungeachtet dessen können damit viele Einzelaspekte zuverlässig modelliert werden und 
in der Vergangenheit wurden damit wichtige Fortschritte in der Behandlung der MS, wie 
die Entwicklung von Glatirameracetat und Natalizumab erreicht (Croxford, Kurschus, 
and Waisman 2011).
1.3 Methoden zur Untersuchung der Axondegeneration in der EAE
Die EAE dient einerseits als Modell einer Autoimmunreaktion im ZNS und der dabei 
beteiligten Komponenten des Immunsystems. Andererseits lassen sich in diesem Modell 
gut die komplexe Interaktion von Immunsystem und Nervenzellen sowie sekundäre Neu-
rodegenerationsmechanismen untersuchen. 
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Zu diesem Zweck wurden Detektionssysteme entwickelt, mithilfe derer sich einzelne As-
pekte dieser Prozesse abbilden lassen. Diese Systeme lassen sich einerseits in verschiede-
ne bildgebende Verfahren wie Licht- und Elektronenmikroskopie (Rossi and Constantin 
2016; Nyska et al. 2006; Bishop et al. 2011), sowie OCT, PET- und MRT-basierte (Knier 
et al. 2015; Buck et al. 2012) Techniken und andererseits in nicht-bildgebende Verfahren, 
beispielsweise FACS-Analysen oder RNA-Sequenzierung unterteilen. 
Zusätzlich unterscheiden sich insbesondere die bildgebenden Verfahren nach ihrer In-
vasivität und somit nach Ihrer Anwendbarkeit in-vivo	oder	in	fixiertem	Gewebe.	Bei	der	
Auflichtmikroskopie	und	der	konfokalen	Laser-Scanning	Mikroskopie	in	fixiertem	Ge-
webe ist es anhand verschiedener Färbemethoden (Goto 1987; Ostermann, Sternberger, 
and Sternberger 1983) möglich, einzelne Zelltypen in dünnen Gewebeschnitten darzu-
stellen, wobei allerdings nur jeweils ein Zeitpunkt betrachtet werden kann. 
Demgegenüber kommen bei in-vivo Verfahren wie der Multiphotonen-Mikroskopie 
meistens genetisch exprimierte Floureszensmoleküle zum Einsatz, während für PET-, 
MRT- oder OCT-Studien radioaktive Liganden bzw. Kontrastmittel sowie intrinsische 
Eigenschaften der Gewebe detektiert werden. 
1.3.1 Multiphotonen-Mikroskopie des Zentralen Nervensystems
Seit jeher ist es das Ziel der biologischen Mikroskopie, verschiedene Gewebe und Orga-
ne zu betrachten, um die Struktur, Physiologie und Pathologie ihrer zellulären Elemente 
zu untersuchen. In der Vergangenheit stützten sich diese Unterfangen vor allem auf die 
konventionelle Lichtmikroskopie mit linearen Absorptionsvorgängen (one-photon) um 
Kontraste zu generieren. Im biologischen Gewebe sind diese Techniken überwiegend auf 
die	Oberfläche	beschränkt,	da	es	in	tieferliegenden	Ebenen	(>100µm)	zu	einer	übermäßi-
gen Streuung des Lichtes kommt. 
Besonders in der konfokalen Mikroskopie kommt es dadurch zu einem Signalverlust, da 
die optische Schnittbildgebung mittels einer Blende erreicht wird, die alles von außerhalb 
der idealen Fokusebene emittierte Licht abfängt (Helmchen and Denk 2005). 
Daher kommen traditionell aufwändige histologische Verfahren zum Einsatz, um durch 
Mikroskopie	von	Dünnschnitten	fixiertes	Gewebe	zu	rekonstruieren	und	dann	beispiels-
weise	statistisch	die	Anzahl	von	Axonen	pro	definierter	Fläche	zu	vergleichen	(Misgeld,	
Nikic, and Kerschensteiner 2007). Durch die Fixierung des Gewebes lassen sich inhärent 
keine sequentiellen Prozesse, wie die Degeneration einzelner Axonen “live” beobachten. 
Daher wurden in den letzten Jahren neue Verfahren entwickelt, die es auch in stark myeli-
nisiertem Gewebe, wie dem Rückenmark ermöglichen, einzelne Strukturen räumlich und 
zeitlich hochaufgelöst darzustellen. So wurden mikrochirurgische Verfahren entwickelt, 
um nach Laminektomie im anästhesierten Tier das Myelon in-vivo darzustellen und aus-
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reichend zu stabilisieren. 
Zusätzlich stehen neue Mauslinien (Thy1-XFP) zur Verfügung, die basierend auf einem 
Thy1-Promotorelement	 in	 einzelnen	Axonen	 im	Rückenmark	 fluoreszierende	 Proteine	
genetisch exprimieren (Feng et al. 2000). So konnten in unserer Arbeitsgruppe mittels 
Weitfeld-Mikroskopie	einzelne	oberflächlich	gelegene	Axone	in-vivo verfolgt und erst-
mals die Prozesse der akuten axonalen Degeneration beschrieben werden (Kerschenstei-
ner et al. 2005; Misgeld, Nikic, and Kerschensteiner 2007). 
Während	außerhalb	der	fluoreszenzmarkierten	Axone	kaum	Licht	absorbiert	wird,	nimmt	
die Streuung mit zunehmender Tiefe nicht-linear zu (elastische Streuung) und damit die 
Bildqualität ab. Da die elastische Streuung von Veränderungen des Brechungsindex im 
durchstrahlten Medium abhängt, ist sie in inhomogenen und stark myelinisierten Ge-
weben wie dem Rückenmark besonders ausgeprägt. Dabei ist das Ausmaß der Streuung 
durch die mittlere freie Weglänge (ls)	bestimmt,	welche	von	der	Wellenlänge	λ,	der	Parti-
kelgröße und der Variation des Brechungsindex abhängt. Bei kleinen Partikeln kommt es 
zu einer überwiegend gleichförmigen Streuung (Rayleigh Streuung), während Partikel, 
die wie im Hirngewebe in der Größenordnung der Wellenlänge liegen zu einer vorwärts-
gerichteten Streuung führen, sodass beispielsweise rückwärtig beleuchtete Staubpartikel 
für den Betrachter heller als ihre Umgebung erscheinen (Helmchen and Denk 2005).
Durch fundamentale Fortschritte in der Lasertechnik und Optik konnte in den letzten 
Jahrzehnten die Multiphotonenmikroskopie (W. Denk, Strickler, and Webb 1990) für die 
biologische Mikroskopie etabliert werden. 
Diese macht sich gegenüber der konventionellen Mikroskopie nicht-lineare Anregungs-
effekte zunutze. So wird nicht mehr die Interaktionen eines einzelnen Photons mit einem 
Molekül betrachtet, sondern es treffen mehrere Photonen zur gleichen Zeit (innerhalb von 
~0,5fs) am gleichen Molekül auf und kombinieren so ihre Anregungsenergie. 
Die Multiphotonen-Absorption hängt dabei von den Eigenschaften des Moleküls sowie 
von der räumlichen und zeitlichen Verteilung des anregenden Lichts ab. Um das Licht 
ausreichend zu “konzentrieren” muss der Laserstrahl einerseits durch ein Objektiv mit 
hoher numerischer Apertur (NA) gebündelt werden, andererseits sind dafür aufwendige 
Lasersysteme notwendig, die einen gepulsten Laserstrahl emittieren. 
Diese ultrakurzen Laserpulse (< 1ps) verdichten die Lichtenergie, wobei bei einer Puls-
weite	von	τ	mit	einer	Frequenz	von	fR	das	Signal	um	den	Faktor	1	/	(τ	fR)n	–	1	verstärkt	
wird	(n	=	Zahl	der	beteiligten	Photonen;Helmchen	and	Denk	2005).	
Die für die 2-Photonenmikroskopie eingesetzten Lasersysteme erreichen dabei typischer-
weise 100 fs Pulse mit einer Rate von 100 MHz, sodass dadurch eine Konzentration auf 
das 105-fache erreicht wird (Denk et al. 1995; Helmchen and Denk 2005). 
Aufgrund der nicht-linearen Anregungseigenschaften bei der 2-Photonenmikroskopie 
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trägt nur ballistisches, also nicht gestreutes Licht zur Anregung in der Fokusebene bei. 
Folglich muss mit zunehmender Tiefe der Fokusebene eine exponentiell höhere Laser-
leistung eingesetzt werden, um die Fluoreszenzmoleküle in der Fokusebene anzuregen. 
Basierend auf der quadratischen Abhängigkeit der 2-Photonen Anregungsrate von der 
Anregungsintensität ergeben sich bedeutende Vorteile der nicht-linearen Mikroskopie: 
Durch die exponentielle Abnahme des Fluoreszenzsignals außerhalb des Fokusvolumens 
vermindert sich die Phototoxizität, was entscheidend für die Durchführung von in-vivo 
Experimenten mit mehreren Zeitpunkten oder langen Aufnahmeserien sein kann. 
Der	exakt	definierte	Ort	der	Anregung	ermöglicht	im	Gegensatz	zur	konfokalen	Mikros-
kopie	eine	rein	exzitationsbasierte	dreidimensionale	Auflösung	ohne	Einsatz	einer	Blen-
de. Dadurch kann das gesamte emittierte und durch das Objektiv mit hoher NA gebündelte 
Licht durch sogenannte externe oder “non-descanned” Detektoren (NDD) erfasst werden. 
Dabei ist es für die hochaufgelöste Betrachtung tief im Gewebe liegender Strukturen von 
entscheidender Bedeutung, dass die Streuung innerhalb des Lichtweges sich kaum auf 
die Bestimmung der Lokalisation des angeregten Moleküls auswirkt, da aufgrund der 
nicht-linearen Anregung nur ungestreutes Licht das Molekül anregt. 
Außerdem erfolgt die Anregung mit etwa der Hälfte der vom angeregten Molekül emit-
tierten Energie, also einem längeren bzw. nach Rot verschobenen Wellenlängenbereich. 
So kommen typischerweise Wellenlängen im Infrarotbereich von 700-1000 nm zum Ein-
satz, während die Emission im sichtbaren Lichtspektrum erfolgt. Da die Streuung des 
Lichts von der Wellenlänge abhängt, penetriert das langwelligere Licht also nicht nur 
tiefer in das Gewebe, sondern führt auch aufgrund der geringeren Absorption zu weniger 
Phototoxizität (Helmchen and Denk 2005).
Das mikroskopische Bild eines Objekts entsteht aus der Faltung (Konvolution) des in 
einzelne Punktspreizfunktionen (PSF) zerlegten Objekts. Hierbei entspricht die PSF dem 
Abbild eines punktförmigen Objekts, beispielsweise einem Fluorophor, und hängt von 
der Wellenlänge und der numerischen Apertur des Objektives ab:
PSF(ν,u)	=	│2	01∫P(ρ)	J0	(νρ)	exp(iuρ2	/	2)ρ	dρ│2
Dabei beschreibt J0 die Bessel Funktion 0. Ordnung und ν	=	k(NA)r	und	u	=	k(NA)2 z 
sind	radial	und	axial	normalisierte	optische	Koordinaten	mit	der	Wellenzahl	k	=	2π	/	λ	
(Helmchen and Denk 2005).
Für die 2-Photonenmikroskopie gilt dabei, dass die effektive PSF dem Quadrat der Anre-
gungs-PSF entspricht. 
PSF2-Photon	=	(PSFAnregung)2	≈	PSF2 (ν/2, u/2) 
Wobei	ν/2	und	u/2	in	etwa	der	doppelten	Anregungswellenlänge	im	Vergleich	zur	konfo-
kalen Mikroskopie entsprechen (Helmchen and Denk 2005). 
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Hierbei	errechnet	sich	die	maximale	räumliche	Auflösung,	also	der	Abstand,	den	zwei	
Punkte haben müssen, um sie als getrennte Objekte wahrnehmen zu können, aus der 
Weite der effektiven PSF2-Photon. Aufgrund der längeren Anregungswellenlänge bei der 
2-Photonenmikroskopie	 ist	 die	 errechnete	Auflösung	 der	 2-Photonenmikroskopie	 also	
schlechter als die der konfokalen Mikroskopie, was sich aber in der Praxis aufgrund des 
endlichen Blendendurchmessers bei der konfokalen Mikroskopie kaum bemerkbar macht 
(Helmchen and Denk 2005).
1.3.2 In-vivo Ca2+-Mikrokopie und genetische Ca2+-Sensoren
Ca2+-Ionen spielen eine zentrale Rolle in der Regulation von zellulären Mechanismen in 
nahezu allen Körperzellen. Sie vermitteln die Kontraktion von Herz- und Skelettmus-
kelzellen ebenso wie die Steuerung von Genexpression, Zellproliferation und Apoptose 
(Orrenius, Zhivotovsky, and Nicotera 2003). Im zentralen Nervensystem regulieren sie 
die Membranpolarisation und das Aktionspotential der Nervenzellen. 
Die intrazellulären Ca2+-Konzentration	([Ca2+]cyt) ist daher ein geeigneter Parameter der 
neuronalen Aktivität (Berridge, Lipp, and Bootman 2000). Die optischen Voraussetzun-
gen	zur	Untersuchung	der	[Ca2+]cyt in-vivo wurden in den letzten Jahren mit der 2-Photo-
nenmikroskopie geschaffen. Zusätzlich wurden Ca2+-Sensoren entwickelt, die eine aus-
reichende Sensitivität und Stabilität erreichen, um intrazelluläre Ca2+-Dynamiken bis hin 
zu einzelnen Aktionspotentialen in-vivo aufzulösen. 
Die ersten Indikatoren von intrazellulärem Ca2+ waren biolumineszente Ca2+-bindende 
Proteine, wie Aequorin (Shimomura, Johnson, and Saiga 1962; Grienberger and Kon-
nerth 2012). Diese Farbstoffe mussten aufwendig in die Zelle eingebracht werden und 
waren dadurch nur begrenzt einsetzbar (Grienberger and Konnerth 2012). Die Entwick-
lung neuer Ca2+-Sensoren durch Roger Tsien brachten einen deutlichen Fortschritt, indem 
Ca2+-Chelatoren, wie EDTA an Fluorophore gekoppelt wurden und so beispielsweise mit 
Fura-2 durch die Anregung mit unterschiedlichen Anregungswellenlängen quantitative 
Aussagen über die Ca2+-Konzentration gemacht werden konnten (Neher 1995). 
In einem weiteren grundlegenden Entwicklungsschritt kamen erneut aus den Laboren 
Roger Tsiens Protein-basierte Ca2+-Sensoren, die natürlicherweise in Muskelgewebe vor-
kommende Ca2+	 bindende	 Proteine,	wie	 Calmodulin	 und	Troponin	 an	 fluoreszierende	
Proteine,	wie	das	„Green	fluorescent	protein“	(GFP)	koppelten.	Diese	Sensoren	ließen	
sich	mittels	genetischer	Promotoren	gewebespezifisch	exprimieren.	
In der Folge etablierten sich zwei wichtige Gruppen von genetisch kodierten Ca2+-In-
dikatoren („genetically encoded calcium indicators“, GECIs). Einerseits sogenannte 
GCaMPs, die basierend auf einer Kopplung von GFP und Calmodulin ihre Konformität 
und damit die Intensität des emittierten Lichtes in Abhängigkeit von der Ca2+-Bindung 
verändern (Nakai, Ohkura, and Imoto 2001). 
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Andererseits eine zweite Gruppe von GECIs, die basierend auf einem strahlungsfreien 
Energietransfer zwischen Donator- und Akzeptor-Fluorophor, dem sogenannten Förs-
ter-Resonanzenergietransfer (FRET) eine Messung der Ca2+-Konzentration ermöglichen 
(Jares-Erijman and Jovin 2003). 
Dabei werden die beiden Fluorophore durch eine Proteinverbindung wie Troponin C nach 
einer Ca2+-vermittelten Konformationsänderung auf weniger als 10 nm angenähert, um 
so einen FRET zu ermöglichen. Da die beiden Fluorophore Licht unterschiedlicher Wel-
lenlängen emittieren dominiert im Ca2+-freien Zustand das kurzwelligere Licht, während 
nach Ca2+-Bindung mehr längerwelliges Licht abgestrahlt wird. 
Wichtige Kriterien für den Einsatz genetisch exprimierter Ca2+-Sensoren sind die Kd, als 
Maß der Wahrscheinlichkeit, dass Ca2+-Bindeprotein und Ca2+-Ionen dissoziieren. Die Kd 
wird in Mol angegeben und entspricht der Ca2+-Konzentration, bei der die Hälfte aller In-
dikatormoleküle Ca2+ gebunden hat. Die Kd	ist	dabei	häufig	abhängig	vom	intrazellulären	
pH-Wert, der Temperatur und der Magnesiumkonzentration (Oliver et al. 2000; Grienber-
ger and Konnerth 2012). Desweiteren müssen die intrinsischen Ca2+- Puffereigenschaften 
des Ca2+-Sensors berücksichtigt werden, die mit zunehmender Ca2+-Affinität	zunehmen,	
sodass	ein	Abwägen	zwischen	Sensitivität	und	Affinität	des	Sensors	notwendig	ist	(Gri-
enberger and Konnerth 2012). 
Der in der vorliegenden Studie eingesetzte Ca2+-Indikator CerTN-L15 ist eine Weiterent-
wicklung des TN-L15 Sensors. Um die Helligkeit der Fluorophore zu steigern, wurde der 
Donator cyan flourescent protein (CFP) durch Cerulean ersetzt und die faltungsrelevan-
ten Mutationen V163A and S175G in das Akzeptorprotein Citrin eingefügt (Heim et al. 
2007). 
Die Ca2+-Bindedomäne basiert auf Troponin C, einem Ca2+-Bindeprotein, das im Herz- 
und Skelettmuskel exprimiert wird und neben Ca2+ kaum natürlichen Bindepartner in 
Neuronen besitzt. 
Für die neuronale Expression wurden verschiedene Thy1-CerTN-L15 Mauslinien eta-
bliert, die aufgrund der Kontextabhängigkeit von Thy1, also der Expression in Abhän-
gigkeit von verschiedenen Gen-Regulatoren in verschiedenen Neuronenpopulationen in 
unterschiedlichem Maß exprimiert werden. Die selektierte Linie exprimiert den Sensor 
homogen und ohne Kompartimentalisierung in einer Subgruppe von Neuronen in Gehirn, 
Rückenmark und Hinterwurzelganglion (Heim et al. 2007) und eignet sich damit gut für 
eine in-vivo Messung von axonalen Ca2+-Konzentrationen im Rückenmark. 
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Kapitel 2: Material und Methoden
2.1 Reagenzien 
2.1.1 Pharmakologische Wirkstoffe und Lösungen
2-(N-Morpholino)ethanesulfonic acid Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, 82024, 
Taufkirchen, Deutschland
Agarose Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, 82024, 
Taufkirchen, Deutschland
AMPA (±)-α-Amino-3-hydroxy-5-
methylisoxazole-4-propionic acid hydrat
Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, 82024, 
Taufkirchen, Deutschland
Bepanthen Augen- und Nasensalbe 5 g Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutsch-
land
Bepridil Hydrochlorid Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, 82024, 
Taufkirchen, Deutschland
Cutasept F Lösung 250 ml Bode Chemie GmbH & Co, Hamburg, 
Deutschland
Ethylene	 glycol-bis(β-aminoethyl	
ether)-N,N,N′,N′-tetraacetic	 acid	 tetraso-
dium salt
Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, 82024, 
Taufkirchen, Deutschland
Ethanol 70% CLN GmbH, 85416 Niederhummel, 
Deutschland
Forene	(Isoflurane)	 Abbott AG, Baar, Switzerland
 
Glycine
Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, 82024, 
Taufkirchen, Deutschland
Hydrogen Peroxide Solution (H2O2) Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, 82024, 
Taufkirchen, Deutschland
Kainic	acid	monohydrate	≥99%	(TLC) Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, 82024, 
Taufkirchen, Deutschland
KB-R7943 mesylate Tocris Bioscience, Bristol, United King-
dom
Ketamine hydrochloride 10% Bremer Pharma GmbH, Warburg, 
Deutschland
L-Glutamic acid Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, 82024, 
Taufkirchen, Deutschland
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Nimodipine Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, 82024, 
Taufkirchen, Deutschland
Nifedipine Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, 82024, 
Taufkirchen, Deutschland
NMDA	(N-Methyl-D-aspartic	acid	≥98%	
(TLC)
Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, 82024, 
Taufkirchen, Deutschland
Sodium bicarbonate Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, 82024, 
Taufkirchen, Deutschland
Ringerlösung Fresenius KabiPac Fresenius KaBI Dtl., Bad Homburg, 
Deutschland
Steriler künstlicher Liquor (aCSF) Lösung A 500ml H2O:
8,66 g NaCl 
0,224 g KCl 
0,206 g CaCl2 · 2H2O 
0,163 g MgCl2 · 6H2O 
Löung B 500ml H2O:
0,214 g Na2HPO4 · 7H2O 
0,027 g NaH2PO4 · H2O
Ca2+-Mg2+ -freier steriler künstlicher Li-
quor (aCSF)
Lösung A 500ml H2O:
8,66 g NaCl 
0,224 g KCl 
Lösung B 500ml H2O:
0,214 g Na2HPO4 · 7H2O 
0,027 g NaH2PO4 · H2O 
Sulfo-NONOate- Di-Sodium Salz Enzo Life Sciences GmbH, Lörrach, 
Deutschland
Spermine NONOate Enzo Life Sciences GmbH, Lörrach, 
Deutschland
2.1.2 Immunisierung
Pertussistoxin (Ptx) aus Bordetella
Pertussis, inaktiviert
Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, 82024, 
Taufkirchen, Deutschland
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Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein, 
(MOG)
Hergestellt im Labor von Prof. Doron 
Merkler (Universität Göttingen, Universi-
tät Genf)
M. tuberculosis H37 RA, abgetötet Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, 82024, 
Taufkirchen, Deutschland
2.2 Materialien
2.2.1 Chirurgisches Material und Werkzeug
Wella contura W7807 (Scherapparat ) Wella, Darmstadt, Deutschland
Noyes Spring Scissors (Federschere) Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, 
Deutschland
BD Plastipak Hypodermic luer slip
syringe 1 ml
Becton, Dickinson and Company, Frank-
lin Lakes, (New Jersey), USA
Skalpell PFM medical AG, Köln, Deutschland
Dumont Mini Forceps – Inox Style 5 Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, 
Deutschland
Vannas-Tübingen Spring Scissors, (Klei-
ne gebogene Federschere)
Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, 
Deutschland
Hypodermic Needles BD Microlance
3 23 Gauge (0,6 mm, blau) 
Becton, Dickinson and Company, Frank-
lin Lakes, (New Jersey), USA
Hypodermic Needles BD Microlance 3
30 Gauge (0,3 mm, gelb) 
Becton, Dickinson and Company, Frank-
lin Lakes, (New Jersey), USA
Metallplatte Spezialanfertigung
Sugi Kettenbach GmbH & Co. KG, Eschen-
burg, Deutschland
Gummibänder
Cast Alnico Button Magnets Eclipse	 Magnetics	 Ltd,	 Sheffield,	 Verei-
nigtes Königreich
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2.3 Technische Geräte
2.3.1 Chirurgie 
Olympus KL 1500 LCD (LED-Licht) Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, 
Deutschland
Olympus Stereo Mikroskop SZ51 Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, 
Deutschland
T/Pump (Wärme-Matte) Gaymar Industries, Orchard Park (New 
York), USA
2.3.2 Mikroskopie
Olympus FV1200 MPE Multiphotonen 
Mikroskop x25/1.05 Wasser Immersions-
objektiv
Olympus GmbH, Hamburg, Deutschland
Olympus FV1000 MPE Multiphotonen-
Mikroskop x25/1.05 Wasser Immersions-
objektiv
Olympus GmbH, Hamburg, Deutschland
MaiTai eHP/HP Titanium:sapphire
Laser
Newport/ Spectraphysics, Irvine, Califor-
nia, USA
Manuelle XY Stage Luigs & Neumann Feinmechanik und 
Elektrotechnik GmbH, Ratingen, Deutsch-
land parts by Thorlabs Inc, Newton (New 
Jersey), USA
Spinal Cord Clamps NARISHIGE INTERNATIONAL LIM-
ITED, London, U.K.
2.3.3 Daten-Analyse / Software
Adobe Creative Suite 6 (Photoshop, Illus-
trator)
Adobe Systems, Inc., San Jose, California, 
USA
ImageJ/ FIJI General Public License http://rsbweb.nih.
gov/ij/download.html
Graphpad Prism GraphPad Software, La Jolla, California, 
USA
Microsoft	 Office	 (Powerpoint,	 Excel,	
Word)
Microsoft Corporation, Redmond, Was-
hington, USA
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2.3.4 Versuchstiere
Verwendet wurden männliche und weibliche Mäuse im Alter von 6-12 Wochen, die 
auf einem C57/BL6 Hintergrund gezüchtet wurden. Zur Darstellung der intra-axonalen 
Ca2+-Konzentration wurden Thy1-CerTN-L15-Tiere und Thy1-TN-XXL- Tiere einge-
setzt. Diese Tiere exprimieren den genetisch kodierten Ca2+ Indikator (GECI) CerTN-L15 
(Heim & Griesbeck 2004) bzw. TN-XXL (Mank et al. 2008) unter der Kontrolle eines 
Thy1 Promoters (Heim et al. 2007; Direnberger et al. 2012). Für die Untersuchungen zur 
Rolle pH-sensitiver Ionenkanäle wurden Asic1–/–(acid-sensing (proton-gated) ion channel 
1)-Tiere ((Price et al. 2000), JAX stock #013126) mit CerTN-L15 Tieren gekreuzt. 
Die	Tiere	wurden	 im	Tierstall	 unseres	 Instituts	unter	Standardbedingungen	 (spezifisch	
pathogenfrei)	 gehalten.	 Dabei	 kamen	 Eurostandard	 Typ	 II	 Käfige	 (365x207x140mm,	
Techniplast, Hohenpeißenberg, Deutschland) innerhalb eines einzel belüfteten (IVC) Kä-
figsystems	zum	Einsatz.	Es	wurden	maximal	5	Tiere	 in	einem	Käfig	gehalten	und	mit	
autoklaviertem Futter (Sniff, Soest, Deutschland) und Wasser ad libitum versorgt. Alle 
Tierexperimente wurden in Übereinstimmung mit den lokalen Vorgaben durchgeführt 
und durch die Regierung von Oberbayern genehmigt. 
2.4 Methoden
2.4.1 Induktion der EAE
Für dieses Projekt induzierten wir eine spinale EAE, entsprechend dem in unserem La-
bor etablierten Standardprotokoll (Abdul-Majid et al., 2000; Eugster et al., 1999). Dabei 
erhalten die Tiere eine Emulsion, die 0,2 mg des Myelin-Oligodendrozyten (MOG, N1-
N125, hergestellt in E-coli) Proteins gelöst in Natriumacetat-Puffer und 0,625 mg Myko-
bakterium tuberkulosis in komplettem Freundschen Adjuvans enthält. Den Tieren werden 
0 keinen erkennbaren Krankheitszeichen 
0,5 distale Schwanzschwäche
1 komplette Schwanzschwäche
1,5 Gangunsicherheit
2 Schwäche der Hinterbeine 
2,5 Nachziehen der Hinterbeine
3 Komplette Lähmung der Hinterbeine 
3,5 Lähmung der Hinterbeine und Schwäche der Vorderbeine
4 Komplette Lähmung von Vorder-/Hinterbeinen
5 Tod
Tabelle 2: Klinischer EAE Score
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unter	Ketamin-Xylazin	Anästhesie	jeweils	subkutan	100μl	der	Emulsion	in	jede	Flanke	
sowie	 50μl	 in	 den	Schwanzansatz	 injiziert.	Am	Tag	der	 Immunisierung	 sowie	 2	Tage	
später wird den Tieren intraperitoneal 250 ng Pertussistoxin (verdünnt in PBS) injiziert.
Die Tiere werden ab dem ersten Tag der EAE Induktion täglich kontrolliert, gewogen 
und klinisch untersucht. Die klinische Beurteilung des Krankheitsverlaufes erfolgt dabei 
anhand einer Standard EAE-Skala (von 0 bis 5): 
2.4.2 Chirurgische Techniken
Die	Operationsverfahren	zur	subduralen	Farbstoffinjektion	und	in-vivo Mikroskopie des 
dorsalen Rückenmarks wurde wie bereits gesondert beschrieben (Kerschensteiner et al., 
2005; Misgeld et al., 2007a) durchgeführt. Die Tiere wurden mittels Ketamin–Xylazine 
(Ketamin 87 mg/kg, Xylazin 13 mg/kg), (alternativ MMF, Kombinationsanästhesie aus 
Medetomidin 0.5 mg/kg Körpergewicht, Midazolam 5,0 mg/kg, Fentanyl 0.05 mg/kg) 
anästhesiert. Nach einer doppelten dorsalen Laminektomie über den Wirbelsegmenten L4 
und L5 erfolgte jeweils paravertebral eine Durchtrennung der Muskulatur, um die Wirbel-
säule kranial und kaudal der Laminektomie zu exponieren. An diesen Stellen wurden die 
Tiere in eine Rückenmarks-Halterung (Spinal Cord Clamp) eingespannt. 
Für Experimente mit pharmakologischer Wirkstoffapplikation (EGTA, 50 mM in Ca2+ / 
Mg2+ freiem aCSF, Spermine NONOate, 50mM in aCSF, H2O2 50mM in aCSF, DMSO, 
0.5% in aCSF, Bepridil hydrochloride 0,1mM in 0,5% DMSO in aCSF, KB-R7943 
mesylate 0,1mM in 0,5% DMSO in aCSF, Nimodipine 0,2mM in aCSF, Glutamat 100 
mM in aCSF, Glycin 10mM in aCSF, NMDA 1mM in aCSF, Glycin 0,1mM in aCSF, 
Kainate 2mM in aCSF, AMPA 1mM in aCSF, 25 mM 2-(N-morpholino)ethanesulfonic 
acid, 1.5 mM NaHCO3), wurde die Dura über dem gesamten Bereich der Laminektomie 
mittels einer Insulin-Nadel entfernt, welche von lateral in den Subduralraum eingeführt 
und dann unter Spaltung der Dura nach kranial vorgeschoben wurde. 
Um ein vollständiges Eintauchen des Objektives in die Immersionslösung (aCSF) zu ge-
währleisten und das Rückenmarksparenchym durchgehend mit Flüssigkeit bedeckt zu 
halten wurde eine Wanne aus 2% Agarose um den Bereich der Laminektomie modelliert.
2.4.3 In-vivo Mikroskopie des Rückenmarks
Die in-vivo Mikroskopie erfolgte, wie vormals beschrieben (Williams et al, Nikic et al, 
Romenelli et al). Zusammengefasst wurden die Tiere anästhesiert, es erfolgte eine La-
minektomie und eine mechanische Fixation der Wirbelsäule, um Atmungsartefakte zu 
minimieren. Mittels eines 25c/1,05w Immersionsobjektives (Olympus) wurden an einem 
Olympus FV1000/FV1200 MPE Multiphotonensystem mit einem abstimmbaren, Femto-
sekunden gepulsten Ti:Sapphire Laser 3D Bildstapel aufgenommen. Für die Messung der 
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Ca2+-Dynamiken in-vivo wurde die Wellenlänge des Lasers auf 840nm abgestimmt. Das 
emittierte Licht wurde zuerst durch einen 690nm halbdurchlässigen Spiegel (short pass 
dichroic	mirror)	gefiltert.	Für	die	FRET-Mikroskopie	kam	ein	CFP/YFP	Filterwürfel	zur	
Verwendung. Dabei wurde das Licht mittels eines 505nm halbdurchlässigen Spiegels in 
den CFP und den YFP Kanal getrennt. In einem zweiten Schritt wurde das Licht durch 
ein 460-500 // 520-560 nm (FV1000 MPE) oder 455-490 // 526-557 nm (FV1200 MPE) 
Filter	gefiltert.	Als	Detektoren	wurden	Gallium	Arsenid	Phosphid	(GaAsP)	Photomultip-
lier (PMTs) eingesetzt. 
2.4.4 Datenanalyse
Die aufgenommenen Bilder wurde mit der open-source Bildanalyse Software ImageJ/
Fiji weiterverarbeitet und ausgewertet. Für die Datenanlyse wurde jeder Kanal einzeln in 
einem Schwarz-Grau-Lookuptable dargestellt. Für die Analyse über die Zeit wurden die 
Bildstapel in ImageJ/Fiji halbautomatisch für XY-Translation registriert. Für jedes Axon 
wurde dabei nach morphologischen Kriterien eine Einteilung in ein Stadium der FAD 
und basierend auf der FRET Ratio in hoch bzw. niedrig-Ca2+ vorgenommen (0: morpho-
logisch unauffällig, 1: geschwollen, 2 fragmentiert) und eine Ca2+-Messung durchgeführt. 
In den Behandlungsexperimenten über 4 Stunden wurden nur Axone ausgewertet, die 
über den gesamten Zeitraum des Experiments verfolgt werden konnten. 
In den Therapieexperimenten war der Auswerter gegenüber dem Therapiestatus des Tie-
res verblindet, nur in den EGTA-Experimenten war eine Verblindung aufgrund des deutli-
chen Effekts nicht sinnvoll möglich. Neuriten, die orthogonal zum Rückenmark verliefen, 
wurden	aus	der	Analyse	ausgeschlossen,	da	diese	oftmals	von	oberflächlich	gelegenen	
Neuronen stammen und so auch Dendriten sein könnten. 
Für die Einteilung der Axone in hoch- bzw. niedrig-Ca2+ führten wir für jeden Zeitpunkt 
pro Axon eine FRET Messung durch. Hierfür wurde freihand jeweils eine region of in-
terest (ROI) in das Axon und parallel zum Axon in den Hintergrund eingezeichnet. Mit 
ImageJ/Fiji wurde die mittlere Intensität der ROI bestimmt. Nach Subtraktion des Hinter-
grundsignals wurde eine Ratio aus YFP/CFP gebildet. Basierend auf der mittleren Ratio 
+3 SD in gesunden Kontrolltieren wurde ein Schwellenwert für Axone mit hohem Ca2+ 
berechnet. Zur Erstellung der ratiometrischen Abbildungen wurden die folgenden Bear-
beitungsschritte in Fiji durchgeführt: 1) “Maximum-Intensity” Projektion des Bildstapels 
für den CFP- und YFP-Kanal. 2) Erstellen einer binären Maske auf Basis des YFP-Ka-
nals mit Schwellenwert. 3) Multiplikation des CFP- und YFP-Kanales mit der binären 
Maske. 4) Division des YFP- durch den CFP-Kanal (YFP/CFP). 5) Einfügen einer eigens 
erstellten (Minh Schumacher) Lookup Table von Blau über Magenta zu gelben Fabtönen 
(niedrig zu hohem Ca2+). Die Bilddateien wurden in Photoshop exportiert und mittels der 
“overlay” Funktion dem originalen Graustufen-YFP-Kanal überlagert.
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Kapitel 3: Zusammenfassung relevanter Vorergebnisse unserer Arbeitsgruppe
Bereits vorangegangene Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe beschäftigten sich mit 
Prozessen und Mechanismen der entzündlich-mediierten Axonschädigung in EAE. Da-
bei wurde mittels in-vivo-Mikroskopie im Rückenmark eine neue Art der Axondegene-
ration beschrieben. Diese, sogenannte “FokaleAxonale Degeneration” (FAD) ist durch 
eine typische Abfolge von morphologischer Stadien gekennzeichnet. Dabei kommt es (1) 
zur Entstehung fokaler Schwellungen und (2) zur Fragmentation von Axonen. Bemer-
kenswerterweise verweilen einzelne Axone über den Zeitraum von Stunden bis Tagen 
im Stadium 1 (Axonschwellung) und dieses Stadium ist in einem Teil der Axone spontan 
reversibel. Damit bietet sich ein Zeitfenster für eine mögliche therapeutische Intervention 
(Nikić	et	al.	2011).
In darauf aufbauenden Experimenten etablierte Minh Schumacher die Untersuchung der 
axonalen	[Ca2+]cyt anhand des genetisch in Axonen exprimierten Ca2+-Sensors CerTN-L15. 
Dabei	ist	die	axonale	[Ca2+]cyt im gesunden Rückenmark eng reguliert. In entzündlichen 
EAE-Läsionen	dagegen	finden	 sich	bereits	 im	Stadium	0	 (morphologisch	unauffällige	
Axone)	aber	auch	im	Stadium	1	(Schwellung)	und	2	(Fragmentation)	erhöhte	[Ca2+]cyt. 
Die Analyse der Ca2+-Dynamiken einzelner Axone über die Zeit ergibt, dass die axonale 
[Ca2+]cyt möglicherweise das Schicksal einzelner Axone bestimmt. So ist es (1) für ein 
Stadium	0	Axon	mit	hoher	[Ca2+]cyt wahrscheinlicher zu schwellen und zu fragmentieren 
als	mit	 niedriger	 [Ca2+]cyt. (2) Es besteht sowohl bei Stadium 0- als auch bei Stadium 
1-Axonen	das	Potential,	die	[Ca2+]cyt wieder zu normalisieren und damit das Fragmenta-
tionsrisiko zu reduzieren. 
Diese Ergebnisse weisen auf eine zentrale Rolle von Ca2+ für die Initiierung und Unter-
haltung der FAD hin. Die genauen Mechanismen, welche zum Eintritt von Ca2+ führen, 
sind dabei nur unvollständig verstanden und stellen potentielle Ansatzpunkte für eine 
neuroprotektive Therapie bei entzündlicher Axonschädigung dar.
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Abbildung 8: In-vivo 2-Photonen Mikroskopie axonaler [Ca2+]cyt-Dynamiken in EAE. a) 
In-vivo multiphotonen Projektionsbild von Axonen im gesunden Rückenmark (links) und einer 
akuten	 EAE	 Läsion	 (rechts,	 farbkodiert	 für	 ratiometrische	 Darstellung	 der	 axonalen	 [Ca2+]cyt 
b) Stadien 0-2 der fokalen Axondegeneration, bereits bei morphologisch unauffälligen Axonen 
kommt	es	zum	Anstieg	der	[Ca2+]cyt	c)	[Ca2+]cyt, dargestellt als YFP/CFP Ratio einzelner Axone 
im Rückenmark gesunder Kontrolltiere und EAE-Tiere (Stadium 0, 1, 2). d) und e) Schicksal 
und Transitions Wahrscheinlichkeiten pro Axon-Stunde für Axone mit hoher (gelb) und 
niedriger	 (magenta)	 [Ca2+]cyt (Daten erhoben und Abbildung erstellt von Minh Schumacher).
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Kapitel 4: Ziele der Studie
Die entzündungs-mediierte Axondegeneration im ZNS trägt maßgeblich zum irreversib-
len Fortschreiten der neurologischen Funktionsstörung bei MS-Patienten bei. Wie die 
fokalen Entzündungsprozesse Axone schädigen und welche Mechanismen dadurch akti-
viert werden ist nur unvollständig verstanden. In vorausgegangenen Studien Minh Schu-
macher die in-vivo Anwendung des genetischen Ca2+-Indikators CerTN-L15 in entzünd-
lichen	EAE	Läsionen	im	Rückenmark	etablieren	und	zeigen,	dass	bei	der	FAD	die	[Ca2+]
cyt eine entscheidende Rolle für das Schicksal der Axone spielt. 
Dabei	 ist	 hervorzuheben,	 dass	 ein	Teil	 der	Axone	 in	 der	Lage	 ist,	 die	 [Ca2+]cyt wieder 
selbstständig auf ein physiologisches Niveau zu regulieren und so der Degeneration/
Fragmentation	zu	entgehen.	Diese	Gruppe	von	Axonen	befindet	sich	also	in	einem	metas-
tabilen Zustand, der therapeutische Optionen eröffnet. Ziel dieser Studie war es, im EAE 
Modell zu untersuchen, welche immunologischen Mechanismen die Axonschädigung 
in entzündlichen ZNS-Läsionen vermitteln und über welche Eintrittspforten Ca2+ in die 
Axone gelangt. Dafür sollen die folgenden Fragen detailliert betrachtet werden:
	Was	sind	mögliche	Quellen	des	Anstiegs	der	[Ca2+]cyt in Axonen?
	Welche	entzündlichen	Mediatoren	vermitteln	den	Anstieg	der	[Ca2+]cyt?
	Lassen	sich	die	identifizierten	Mechanismen	pharmakologisch	in	gesunden	Tieren	
inhibieren?
	Zeigen diese pharmakologischen Inhibitoren eine therapeutische Wirkungen bei 
EAE?
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Kapitel 5: Ergebnisse
5.1 Quellen des intra-axonalen Ca2+
5.1.1 EGTA verzögert die fokale Axondegeneration
Wie die vorangegangen Untersuchungen von Minh Schumacher zeigen, bestimmt die 
[Ca2+]cyt das Schicksal von Axonen während der FAD. Um die zentrale Rolle von Ca2+ in 
diesem Prozess zu prüfen und um die Quelle der cytoplasmatischen Ca2+-Akkumulation 
zu untersuchen, führten wir die folgenden Experimente durch. 
Wir	reduzierten	die	extrazelluläre	[Ca2+] in akuten EAE Läsionen (2 oder 3 Tage nach 
Symptombeginn) durch Komplexierung mittels hoher EGTA-Konzentrationen (50mM) 
und	quantifizierten	die	[Ca2+]cyt in einzelnen Axonen sowie das Stadium der Axondegene-
ration (Stadium 0,1,2) über einen Zeitraum von 4 Stunden (Abbildung 9). 
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Abbildung 9: Der Einstrom von extrazellulärem Ca2+ ist entscheidend für die foka-
le Axondegeneration (FAD). a) In-vivo multiphotonen Projektionsbild einer akuten EAE 
Läsion	 (farbkodiert	 für	 ratiometrische	 Darstellung	 der	 axonalen	 [Ca2+]cyt, oben vor EG-
TA-Applikation,	 unten	 nach	 4h	 EGTA	 50mM).	 (b)	 [Ca2+]cyt , dargestellt als YFP/CFP Ra-
tio	 einzelner	 Stadium	 0	 (n=5	Tiere)	 und	 Stadium	 1	 (n=5	Tiere)	Axone	 vor	 (“prä”)	 und	 nach	
(“4h EGTA”) Applikation von EGTA (paired t Test).	 (c)	 Schicksal	 einzelner	 Stadium	 0	 (n=8	
Tiere)	 und	 Stadium	 1	 (n=8	Tiere)	Axone	mit	 initial	 erhöhter	 [Ca2+]cyt über 4h mit („EGTA“) 
und	 ohne	 („aCSF“)	 Reduktion	 der	 extrazellulären	 [Ca2+] (chi-square Test). Oben: Anteil 
(in	 Prozent	 der	Axone	 mit	 einer	 [Ca2+]cyt von	 ≥	 3	 Standardabweichungen	 (σ),	 als	 Mittelwert	
± Standardfehler des Mittelwertes. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001. Skala in a:	 25µm
39
Die Behandlung mit dem Ca2+-Chelator	EGTA	verhindert	einerseits	effektiv	einen	[Ca2+]
cyt-Anstieg	in	Axonen	und	senkt	andererseits	pathologisch	erhöhte	[Ca
2+]cyt-Werte auf ein 
physiologisches Niveau. Korrespondierend hat die Applikation von EGTA einen günsti-
gen Effekt auf das Schicksal der Axone. So zeigt sich morphologisch über den betrachte-
ten Zeitraum eine verminderte Schwellungsrate in Stadium 0 Axonen. Zusätzlich verhin-
dert die Applikation von EGTA effektiv die Fragmentation initial geschwollener (Stadium 
1) Axone. In Zusammenschau zeigen diese Befunde, dass der Einstrom von extrazellulä-
rem Ca2+ entscheidend für das Voranschreiten der fokalen Axondegeneration sein könnte. 
5.1.2 EGTA	beeinflusst	[Ca2+]cyt im gesunden Tier nicht
Um auszuschließen, dass die unter EGTA-Behandlung beobachtete Normalisierung der 
axonalen	 [Ca2+]cyt durch eine direkte Interaktion des Chelators mit dem Biosensor be-
einflusst	wird,	kontrollierten	wir	die	[Ca2+]cyt in gesunden CerTN-L15 Tieren unter EG-
TA-Behandlung	über	vier	Stunden.	Im	gesunden	Rückenmark	ist	die	axonale	[Ca2+]cyt in 
engen Grenzen reguliert und es zeigt sich unter EGTA Behandlung kein Hinweis auf eine 
systematische Veränderung der YFP/CFP Ratio im Sinne eine direkten Sensormodulation 
durch EGTA.
5.2 Mediatoren der fokalen Axondegeneration
Nachfolgend	untersuchten	wir	mögliche	Mediatoren	eines	[Ca2+]cyt-Anstiegs im Rahmen 
der FAD. Basierend auf den vorangegangenen EGTA-Experimenten gingen wir dabei 
primär von Mechanismen aus, die einen Ca2+-Einstrom von extrazellulär vermitteln. 
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Abbildung 10: In gesunden Tieren verändert die Behandlung mit EGTA die axon-
ale [Ca2+]cyt nicht. (a) In vivo multiphotonen Projektionsbild des Rückenmarks einer gesun-
den Thy1-CerTN-L15 Maus vor (links, “prä EGTA”) und nach (rechts, “4h EGTA”) Ap-
plikation von EGTA 50mM (oben: Axon Morphologie, unten: farbkodiert für ratiometrische 
Darstellung	 der	 axonalen	 [Ca2+]cyt).	 (b)	 [Ca2+]cyt (“YFP/CFP ratio”) einzelner Axone vor 
(links, “prä	EGTA”)	und	nach	(rechts,	“4h	EGTA”)	Applikation	von	EGTA	(n=3	Tiere,	paired 
t-test	 nicht	 signifikant).	Oben:	Anteil	 (in	Prozent	der	Axone	mit	 einer	 [Ca2+]cyt von	≥	3	Stand-
ardabweichungen (σ), als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwertes. Skala in a:	 25	 µm
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Hierfür selektierten wir basierend auf der Literatur Kandidaten, für die eine axonschädi-
gende Wirkung in EAE beschrieben ist: (1) Glutamat und Glutamat-Agonisten (Sarchielli 
et al. 2003; Azevedo et al. 2014), (2) Azidose (Friese et al. 2007), (3) reaktive Sauerstoff-
spezies (ROS) (Haider et al. 2011) und (4) reaktive Stickstoffspezies (RNS) (Redford, 
Kapoor, and Smith 1997). In einer Serie von Experimenten untersuchten wir zunächst, 
ob diese Schädigungsmechanismen prinzipiell in der Lage sind, einen axonalen Ca2+-Ein-
strom in gesunden oder an EAE erkrankten CerTN-L15-Tieren auszulösen.
5.2.1 Glutamat	bewirkt	keinen	Anstieg	der	axonalen	[Ca2+]cyt
Basierend	auf	der	Hypothese,	dass	ionotrope	Glutamatrezeptoren	in	Axonen	einen	[Ca2+]
cyt-Einstrom	vermitteln,	 behandelten	wir	 oberflächliche	Rückenmarksaxone	 über	 einen	
Zeitraum von 4 Stunden mit hochkonzentrierter Glutamat-und Glycin-Lösung (Glutamic 
monosodium hydrate 100mM, Glycine 10mM in aCSF) sowie mit Glutamatrezeptora-
gonisten (NMDA 1mM, Glycine 0,1mM, Kainate 2mM, AMPA 1mM) unter Anästhesie 
mit Medetomidin, Midazolam und Fentanyl (MMF). Diese Experimente zeigten über den 
Beobachtungszeitraum	keinen	Effekt	auf	die	axonale	[Ca2+]cyt. 
Dagegen fanden sich einzelne neuronale Somata, die unter Glutamatexposition mit einem 
deutlichen	[Ca2+]cyt -Anstieg reagierten, gewissermaßen als interne Kontrolle für eine aus-
reichende Glutamatkonzentration im Zielgewebe (Abbildung 11). Um auszuschließen, 
dass	EAE-abhängige	Effekte	 die	Glutamatrezeptorexpression	 an	Axonen	beeinflussen,	
wiederholten wir die Applikation von Glutamat/Glycin (Glutamic monosodium hydrate 
100mM, Glycine 10mM in aCSF) bei EAE Tieren. Auch bei der akuten EAE kam es 
hierunter	zu	keinem	eindeutigen	Effekt	auf	die	axonale	[Ca2+]cyt und die fokale Axonde-
generation (Abbildung 11). 
Zusammenfassend besteht kein Anhalt für eine direkte Schädigung der betrachteten 
Axonpopulation durch Glutamat und andere Glutamatrezptor-Agonisten, sowohl im ge-
sunden Rückenmark als auch bei EAE.
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5.2.2 Azidose	bewirkt	keinen	Anstieg	der	axonalen	[Ca2+]cyt
Für entzündliche EAE-Läsionen sind erniedrigte pH Werte beschrieben, die eine Öffnung 
von pH-sensitiven Ionenkanälen (Acid-sensing ion channel-1, Asic1) auslösen können 
(Friese et al. 2007). Wir untersuchten, ob ein Absenken des pH-Wertes im Rückenmark 
gesunder	CerTN-L15-Tiere	einen	direkten	Anstieg	der	axonalen	[Ca2+]cyt vermittelt. Zu 
diesem Zweck stellten wir eine stark gepufferte Lösung mit pH 6.2 (2-(N-Morpholino)
ethanesulfonic	acid)	her	und	behandelten	die	oberflächlichen	Axone	des	Rückenmarks	
damit	über	einen	Zeitraum	von	240	Minuten.	Wir	quantifizierten	jeweils	zu	Beginn	und	
zu	Ende	des	Experiments	die	axonale	[Ca2+]cyt und konnten so keinen akuten pH-medi-
ierten	[Ca2+]cyt -Anstieg	(Anteil	[Ca2+]cyt-hohe Axone: 0±0%; Mittelwert±Standardfehler) 
oder morphologische Hinweise auf eine FAD erzielen. Um auszuschließen, dass es in der 
EAE durch veränderte Ca2+-Kanalexpressionsmuster oder durch Demyelinisierung zu ei-
ner verstärkten pH Sensitivität kommt, wiederholten wir die Experimente bei Tieren mit 
akuter EAE (on+2, on+3). Hier konnte über den Beobachtungszeitraum von 4h ebenfalls 
kein	pH	vermittelter	Anstieg	der	 [Ca2+]cyt	 (Anteil	 [Ca2+]cyt-hohe Axone pre: 11±5; Mit-
telwert±Standardfehler vs. post: 11±8; Mittelwert±Standardfehler) oder morphologische 
Zeichen einer Axonschädigung beobachtet werden. 
Abbildung 11: Glutamat und Glutamatagonisten verursachen keinen Anstieg der axon-
alen [Ca2+]cyt a) In vivo multiphotonen Projektionsbild des Rückenmarks einer gesunden Thy1-
CerTN-L15 Maus vor (oben, “prä Glutamat”) und nach (unten, “post Glutamat”) Applikation 
von Glutamat 100mM und Glycin 10mM farbkodiert für ratiometrische Darstellung der axonalen 
[Ca2+]cyt	(Asterisk	auf	neuronalem	Soma).	b)	[Ca2+]cyt und c) Stadienverteilung einzelner Axone 
und Somata (nur b) vor und 240 Minuten nach Applikation von Glutamat 100mM und Glycin 
10mM	(n=3	Tiere,	Wilcoxon matched-pairs signed rank test	für	Anteil	[Ca2+]cyt -hohe-Axone und 
chi-square test für	Stage-Verteilung	nicht	signifikant).	d)	In vivo multiphotonen Projektionsbild 
des Rückenmarks einer gesunden Thy1-CerTN-L15 Maus vor (oben, “prä GluR-agonist”) und 
nach (unten, “post GluR-agonist”) Applikation von Glutamatrezeptoragonisten (NMDA 1mM, 
Glycine 0,1mM, Kainate 2mM, AMPA 1mM) farbkodiert für ratiometrische Darstellung der axon-
alen	[Ca2+]cyt.	e)	[Ca2+]cyt und f) Stadienverteilung einzelner Axone und Somata (nur e) vor und 120 
Minuten	nach	Applikation	von	Glutamatrezeptoragonisten	(n=3	Tiere;	Wilcoxon matched-pairs 
signed rank test	für	Anteil	[Ca2+]cyt -hohe-Axone und chi-square test für Stage-Verteilung nicht 
signifikant).g) In vivo multiphotonen Projektionsbild des Rückenmarks einer akuten EAE-Lä-
sion einer Thy1-CerTN-L15 Maus vor (oben, “prä Glutamat”) und nach (unten, “post Glutamat”) 
Applikation von Glutamat 100mM und Glycin 10mM farbkodiert für ratiometrische Darstellung 
der	axonalen	[Ca2+]cyt.	h)	[Ca2+]cyt und i) Stadienverteilung einzelner Axone vor und 240 Minuten 
nach	Applikation	von	Glutamat	100mM	und	Glycin	10mM	(n=5	Tiere,	Wilcoxon matched-pairs 
signed rank test	für	Anteil	[Ca2+]cyt -hohe-Axone und chi-square test für Stage-Verteilung nicht 
signifikant).	Oben	 (b,e,h,):	Anteil	 (in	Prozent	 der	Axone	mit	 einer	 [Ca2+]cyt von	≥	 3	Standard-
abweichungen (σ), als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwertes. Skala in a, d, g:	 25	µm
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5.2.3 Asic1-knock-out bewirkt keine „Neuroprotektion“ in EAE
Der Asic1-Kanal (Friese et al. 2007) unterliegt unter physiologischen Bedingungen ei-
ner schnellen Desensitivierung. Daher ist es vorstellbar, dass es unter entzündlichen Be-
dingungen über einen längeren Zeitraum zu vermehrtem axonalen Stress kommt. Wir 
immunisierten je eine Gruppe Asic1–/– x	Thy1-CerTN-L15	 (n=7)	und	Asic1+/+ x Thy1-
CerTN-L15	 (n=7)	Tiere.	Zum	Zeitpunkt	der	 akuten	EAE	 (on+2,	on+3)	quantifizierten	
wir mittels in-vivo	 2-Photonenmikroskopie	 den	Anteil	 von	Axonen	mit	 hoher	 [Ca2+]cyt 
(Asic1–/–: 5±2/30±4/64±8 vs. Asic1+/+: 5±2/33±10/59±17; Stadium 0/Stadium 1/Stadium 
2, Mittelwert±Standardfehler) sowie die Verteilung der morphologischen Axonstadien. 
Abbildung 12: Azidose löst keinen Anstieg der axonalen [Ca2+]cyt aus a) In vivo multipho-
tonen Projektionsbild des Rückenmarks einer gesunden Thy1-CerTN-L15 Maus vor (oben, 
“prä H+”) und nach (unten, “post H+”) Applikation von aCSF mit pH 6.2 (mit 2-(N-Morpholi-
no)ethanesulfonic	acid-gepuffert)	farbkodiert	für	ratiometrische	Darstellung	der	axonalen	[Ca2+]
cyt	b)	[Ca
2+]cyt und c) Stadienverteilung einzelner Axone vor und 240 Minuten nach Applikation 
von	 aCSF	mit	 pH	 6.2	 (n=3	Tiere;	Wilcoxon matched-pairs signed rank test	 für	Anteil	 [Ca2+]
cyt -hohe-Axone und chi-square test für Stage-Verteilung nicht	 signifikant).	 d) In vivo multi-
photonen Projektionsbild des Rückenmarks einer akuten EAE-Läsion einer Thy1-CerTN-L15 
Maus vor (oben, “prä H+”) und nach (unten, “post H+”) Applikation von Applikation von aCSF 
mit pH 6.2 (mit 2-(N-Morpholino)ethanesulfonic acid-gepuffert) farbkodiert für ratiometrische 
Darstellung	 der	 axonalen	 [Ca2+]cyt.	 e)	 [Ca2+]cyt und f) Stadienverteilung einzelner Axone vor 
und	240	Minuten	nach	Applikation	von	aCSF	mit	pH	6.2	(n=3	Tiere;	Wilcoxon matched-pairs 
signed rank test	für	Anteil	[Ca2+]cyt -hohe-Axone und chi-square test für Stage-Verteilung nicht 
signifikant).	Oben	 (b,	 e,):	Anteil	 (in	 Prozent)	 der	Axone	mit	 einer	 [Ca2+]cyt von	≥	 3	Standard-
abweichungen (σ), als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwertes. Skala in a, d,:	 25	 µm
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Dabei zeigte sich weder für axonales Ca2+	noch	für	die	Axonmorphologie	ein	signifikan-
ter Unterschied zwischen den beiden Gruppen.
5.2.4 ROS/RNS	bewirkt	einen	Anstieg	der[Ca2+]cyt 
In	 vorausgegangenen	 Studien	 (Nikić	 et	 al.	 2011)	 wurden	mittels	Wasserstoffperoxid-	
(H2O2) und Stickstoffoxid- (NO) Indikatoren in EAE-Läsionen erhöhte Konzentrationen 
von H2O2 und NO nachgewiesen. Desweiteren wurde gezeigt, dass die Applikation von 
H2O2 und NO bei gesunden Tieren zu charakteristischen mitochondrialen und axonalen 
Schäden führt, deren Charakteristika mit der FAD vereinbar sind. 
Wir untersuchten, ob diese ROS/RNS-mediierte Schädigung ebenfalls mit einem Anstieg 
der	[Ca2+]cyt, wie bereits in der FAD beobachtet einhergeht. Zu diesem Zweck applizier-
ten wir H2O2 oder den NO-Donator Spermine-NONOate auf das Rückenmark gesunder 
Thy1-CerTN-L15	Tiere	und	quantifizierten	die	axonalen	Ca2+-Dynamiken über den Be-
obachtungszeitraum von 60 Minuten. Wir konnten zeigen (Abbildung 14), dass sowohl 
die Applikation von H2O2	als	auch	von	NO-Donatoren	hinreichend	ist,	um	einen	[Ca2+]
cyt-Anstieg und eine Axonschädigung zu induzieren. 
Um auszuschließen, dass es zu einer direkten, NO-unabhängigen Schädigung der Axo-
ne oder zu molekularen Interaktionen zwischen dem NO-Donator und dem Ca2+-Sensor 
kommt, applizierten wir ein inaktives Analogon des NO-Donators, Sulfo-NONOate auf 
Axone im gesunden lumbalen Rückenmark. Diese Kontrollexpertimente ergaben keinen 
Hinweis	auf	eine	Schädigung	von	Axonen	und	beeinflussten	das	axonale	Ca2+ nicht (Ab-
bildung 14).
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Abbildung 13: EAE in Asic1-knock-out Tieren a) In vivo multiphotonen Projek-
tionsbild des Rückenmarks akuten EAE-Läsion einer Thy1-CerTN-L15 x Accn(+/+))- (oben) 
und Thy1-CerTN-L15 x Accn(-/-) -Maus farbkodiert für ratiometrische Darstellung der ax-
onalen	 [Ca2+]cyt	 b)	 [Ca2+]cyt und c) Stadienverteilung einzelner Axone in Thy1-CerTN-L15 x 
Accn(+/+))	 (n=7	Tiere)	und	Thy1-CerTN-L15	x	Accn(-/-) -Tieren	 (n=7	Tiere;	Wilcoxon matched-
pairs signed rank test	für	Anteil	[Ca2+]cyt -hohe-Axone und chi-square test für Stage-Verteilung 
nicht	 signifikant).	Oben	 (b):	Anteil	 (in	 Prozent)	 der	Axone	mit	 einer	 [Ca2+]cyt von	 ≥	 3	 Stand-
ardabweichungen (σ), als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwertes. Skala in a:	 25	 µm
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5.3 ROS/RNS als Modell der immunmediierten Axondegeneration
Basierend auf diesen Befunden etablierten wir die kontrollierte exogene Applikation von 
RNS	 als	Modell,	 um	die	Mechanismen	 des	 inflammatorisch	mediierten	Ca2+-Anstiegs 
weiter zu untersuchen. Die vorausgegangen EGTA-Experimente sowie der prompte 
Ca2+Anstieg nach ROS/RNS Applikation machen einen Ca2+-Einstrom von extrazellulär 
wahrscheinlich. Aus diesem Grund führten wir die nachfolgenden Experimente durch, 
um	mit	Hilfe	pharmakologischer	Wirkstoffe	definierte	Ca2+-Eintrittsmechanismen zu mo-
dulieren. 
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Abbildung 14: Applikation von ROS/RNS in gesunden CerTN-L15 Tieren a) In vivo Mul-
tiphotonen Projektionsbilder des Rückenmarks gesunder Thy1-CerTN-L15 Mäuse nach Bad-Ap-
plikation von künstlichem Liquor (aCSF,gesunde Kontrolle,“HC“) sowie aCSF mit Wasserstoff-
peroxid 100mM (“H2O2“), Stickstoffoxid-Donor 50mM (“NO“) und inaktiviertem Stickstoff-Donor 
50mM	(“S-NO“)	über	60	Minuten.	b)	[Ca2+]cyt und c) Stadienverteilung einzelner Axone nach Ap-
plikation	von	künstlichem	Liquor	(aCSF,gesunde	Kontrolle,“HC“,	n=3	Tiere),	Wasserstoffpero-
xid 100mM (“H2O2“	n=3	Tiere), Stickstoffoxid-Donor	50mM	(“NO“,	n=3	Tiere)	und	inaktiviertem	
Stickstoff-Donor	50mM	(“S-NO“,	n=1	Tier)	über	60	Minuten.	Oben:	Anteil	(in	Prozent	der	Axone	
mit	einer	[Ca2+]cyt von	≥	3	Standardabweichungen	(σ),	als	Mittelwert	±	Standardfehler	des	Mittel-
wertes. (a) unpaired t Test (b) chi-square test *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; Skala in a:	25	µm
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5.3.1 L-Typ Ca2+-Kanalblocker
In einer ersten Serie von Experimenten untersuchten wir die pharmakologische Blockade 
spannungsabhängiger L-Typ Ca2+-Kanäle während NO-Applikation mittels Nifedipine 
1mM. Diese Experimente zeigten keinen eindeutigen Effekt auf den NO-mediierten axo-
nalen	[Ca2+ ]cyt Anstieg und die Axon Morphologie (Abbildung 15). 
5.3.2 Na+/Ca2+ Austauscher in RNS-mediierter Axonschädigung
Basierend auf der Hypothese, dass in EAE eine NO-mediierte Axonschädigung zu einem 
Mitochondrienschaden	(Nikić	et	al.	2011)	und	in	der	Folge	zu	‘virtueller	Hypoxie’	mit	
ATP Mangel, Depolarisation der Zellmembran und Umkehr des Na+/Ca2+ Austauschers 
(NCX) (Rossi et al. 2010; Kapoor et al. 2003) führt, inhibierten wir diesen Weg pharma-
kologisch. Hierfür behandelten wir das lumbale Myelon gesunder Thy1-CerTN-L15 Tie-
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Abbildung 15: Die NO-mediierte Axonschaedigung lässt sich pharmakologisch inhibieren. 
a) In vivo Multiphotonen Projektionsbild (farbkodiert für ratiometrische Darstellung der axon-
alen	[Ca2+]cyt) des Rückenmarks einer gesunden Thy1-CerTN-L15 Maus nach Badapplikation von 
Stickstoffoxid	(oben,	‘NO’,	Spermine-NONOate	50mM,	60min)	und	Bepridil	(unten,	‘NO+Be-
pridil’,	Bepridil	0,1mM	+	Spermine-NONOate	50mM).	b)	[Ca2+]cyt einzelner Axone (dargestellt 
als	 ‘YFP/CFP	 ratio’)	 und	 c)	Axon-Morphologie	 60	Minuten	 nach	Applikation	 von	 Stickstof-
foxid	(‘NO’,	Spermine-NONOate	50mM,	n=3	Tiere),	NO+Nifedipine	(‘NIF’,	Spermine	NON-
Oate	50mM	+	Nifedipine	1mM,	n=3	Tiere),	NO+Bepridil	(‘BEP’,	Spermine	NONOate	50mM	
+	Bepridil	 0,1	mM,	 n=3	Tiere)	 und	NO+KB-R7943	mesylate	 (‘KB-R’	 ,	 Spermine	NONOate	
50mM	+	KB-R7943	mesylate	0,1mM,	n=3	Tiere).	Oben:	Anteil	(in	Prozent	der	Axone	mit	einer	
[Ca2+]cyt von	≥	3	Standardabweichungen	 (σ), als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwertes. 
(a) unpaired t Test (b) chi-square test *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; Skala in a:	50	µm
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re vor und während der Applikation des NO-Donators mit dem NCX-Inhibitor Bepridil. 
Die pharmakologische Blockade des Enzyms führte zu einer deutlichen Reduktion des 
axonalen	[Ca2+]cyt-Anstiegs gegenüber den Kontrollexperimenten, in denen nur der NO 
Donator appliziert wurde (Abbildung 15). Dieser Effekt spiegelt sich auch in der Axon-
morphologie wieder (Abbildung 15).
5.3.3 Spezifische	Blockade	des	Umkehrmodus	des	Na+/Ca2+-Austauschers
Für den Inhibitor des Na+/Ca2+- Austauschers, Bepridil ist ein breites pharmakologisches 
Wirkspektrum beschrieben. Wir führten daher weitergehende Experimente durch, um den 
protektiven Effekt von Bepridil auf die NO-mediierte Axondegeneration besser zu cha-
rakterisieren. Zu diesem Zweck setzten wir den selektiven Inhibitor des Umkehrmodus 
des NCX, KB-r7943 ein. Diese Experimente bestätigten eine entscheidende Rolle des 
NCX und zeigten, dass eine pharmakologische Inhibition desselben mit KB-r7943 einen 
vergleichbaren protektiven Effekt auf das Axonale Ca2+ und die morphologischen Verän-
derung unter NO-Applikation hat (Abbildung 15).
5.4 Therapiestudie mit Bepridil in EAE
Basierend auf den vorangegangen Befunden inhibierten wir den Na+/Ca2+ Austauscher 
pharmakologisch in EAE, um zu prüfen ob sich die fokale Axondegeneration in entzünd-
lichen	 Läsionen	 so	 beeinflussen	 lässt,	 dass	Axone	 ihr	 homöostatisches	Gleichgewicht	
wiederherstellen und das intra-axonalen Ca2+ regulieren können. 
Wir applizierten zu diesem Zweck Bepridil 50mM auf das Rückenmark von Thy1-
CerTN-L15 Tieren im Stadium der akuten EAE (on+2, on+3) und behandelten die Axo-
ne damit über einen Zeitraum von 4 Stunden. Dabei verfolgten wir einzelne Axone in 
EAE-Läsionen	und	quantifizierten	die	[Ca2+]cyt. Ebenso werteten wir die morphologischen 
Veränderungen	der	Axone	aus.	Sowohl	für	die	axonale	[Ca2+]cyt als auch für die morpho-
logischen Veränderungen der Axone wurde kein protektiver therapeutischer Effekt einer 
pharmakologischen Blockade des Na+/Ca2+-Austauschers in EAE festgestellt.
Zusammenfassend zeigen diese Befunde, dass die Applikation von NO zu einer FAD-ähn-
lichen Axonschädigung führt. Dieser Effekt lässt sich mittels pharmakologischer Blocka-
de des NCX nahezu vollständig inhibieren. Allerdings hat die Behandlung von Rücken-
marksaxonen mit Bepridil im Stadium der akuten EAE keinen protektiven Effekt auf die 
axonale	[Ca2+]cyt und die Axon-Morphologie. 
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In Zusammenschau mit nachfolgenden Untersuchungen Jan Bewersdorf und Maarten 
Witte deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass der frühe Ca2+-Eintritt zumindest nicht 
ausschließlich auf eine ROS/RNS mediierte Fehlfunktion des NCX zurückzuführen ist. 
In	Experimenten	mit	extrazellulärer	Applikation	floureszent	markierter	Cadaverin-	und	
Dextran-Moleküle konnten Jan Bewersdorf und Maarten Witte zeigen, dass in EAE-Läsi-
onen kleinste Defekte der Axon-Membran den Übertritt dieser „Farbstoff-Moleküle“ und 
damit auch der Ca2+-Ionen in das Cytoplasma erlauben.
5
0
1
3
2
4
5.3±2.0% 10.1±4.2% 63.2±9.3% 60.0±9.3%
Prä 4h-BEP Prä 4h-BEP
Prä Prä 4h
Stadium 0 Axone Stadium 1 Axone
4h
a b
c
post Bepridil
prä Bepridil
EAE [C
a2
+ ] c
yt
  (Y
FP
/C
FP
 R
at
io
)
0
50
100
%
 d
er
 C
a2
+ ↑
 A
xo
ne
Ve
hi
ce
l
BE
P
Ve
hi
ce
l
BE
P
EAE EAE
*
[C
a2
+ ]
Intensität
> Mittelwert der Kontrolle + 3 σ
cytoplasmatisches Ca2+
Abbildung 16: Die pharmakologische Inhibition des Na+/Ca2+-Austauschers hat keinen 
protektiven Effekt auf die axonale [Ca2+]cyt und die FAD in EAE. a) In vivo Multiphotonen Pro-
jektionsbild	(farbkodiert	für	ratiometrische	Darstellung	der	axonalen	[Ca2+]cyt) des Rückenmarks 
einer Thy1-CerTN-L15 Maus zum Zeitpunkt der akuten EAE (onset+2/onset +3, EAE Score >2) 
vor (oben, “prä Bepridil“) und 4 Stunden nach (unten, “post Bepridil“) Applikation von Bepridil 
0,1mM.	b)	[Ca2+]cyt dargestellt als YFP/CFP Ratio einzelner Axone. B) Stadium 0 und Stadium 1 
Axone in EAE vor (“Prä“) und nach (“4h-BEP“) pharmakologischer Inhibition des NCX über 4 Stun-
den.	Oben:	Anteil	(in	Prozent	der	Axone	mit	einer	[Ca2+]cyt von	≥	3	Standardabweichungen	(σ),	als	
Mittelwert	±	Standardfehler	des	Mittelwertes	(n=9	Tiere,	im	paired	t-test	ergaben	sich	keine	signi-
fikanten	Unterschiede	zwischen	den	Zeitpunkten).	c)	Schicksal	einzelner	[Ca2+]cyt –hoher Stadium 
0	(n=	17	Tiere,	im	chi-square-test	ergab	sich	kein	signifikanter	Unterschied)	und	Stadium	1	Axo-
ne	(getestet	pro	Axon	in	n=184	Axonen	in	17	Tieren,	chi-square-test)	vor	(“prä“)	und	nach	(“4h“)	
Bad-Applikation	von	Vehicle	(1%DMSO	in	cCSF)	und	Bepridil	50mM.	*p	<	0.05.	Scale	bar,	25	µm.
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Kapitel 6: Diskussion
6.1 Zusammenfassung
Ziel der vorliegenden Doktorarbeit war es, (1) Ursachen der immunmediierten akuten 
Axonschädigung	zu	untersuchen,	 (2)	zugrundeliegende	Mechanismen	zu	 identifizieren	
und (3) deren therapeutische Modulation an einem Tiermodell der Multiplen Sklerose zu 
evaluieren. Zusammengefasst konnten wir im ersten Teil der Studie zeigen, dass bei der 
EAE ein Ca2+-Einstrom aus dem Extrazellulärraum notwendig für das Fortschreiten der 
fokalen Axondegeneration ist. Im zweiten Teil untersuchten wir die Wirkung möglicher 
molekularer Auslöser einer FAD. 
Die in-vivo Applikation von Glutamat sowie ein Absenken des pH-Wertes lösen keine 
FAD aus und die axonalen Ca2+-Konzentration	([Ca2+]cyt) bleiben hierunter im Normal-
bereich. Hingegen induziert die Applikation von ROS/RNS-Spezies eine FAD-ähnliche 
Axonschädigung	mit	Anstieg	der	axonalen	[Ca2+]cyt aus. Die pharmakologische Inhibition 
des NCX verhindert einen NO-mediierten Axonschaden nahezu vollständig. Bei der aku-
ten EAE war eine pharmakologische Hemmung des NCX jedoch nicht hinreichend, um 
eine entzündliche Schädigung von Axonen zu verhindern. 
In Zusammenschau dieser Ergebnisse mit weiteren Untersuchungen unserer Arbeitsgrup-
pe beruht der frühe Ca2+-Einstrom in der FAD in erster Linie auf einer direkten Schä-
digung der axonalen Membran. Welche Faktoren dieser Membranschädigung zugrunde 
liegen und wie diese eventuell verhindert werden können ist Gegenstand nachfolgender 
Untersuchungen.
6.2 Stärken und Grenzen der eingesetzten Methoden
6.2.1 Technische Betrachtung der Ca2+-2-Photonenmikroskopie 
In der vorliegenden Studie setzten wir den ratiometrischen FRET CerTN-L15 Ca2+-Indi-
kator ein, für den sowohl in-vitro als auch in-vivo eine stabile Expression und Funktion 
in Neuronen gezeigt wurde (Heim et al. 2007; Siffrin et al. 2010). Die Verwendung eines 
FRET-Sensors ist für die Untersuchung von axonalen Ca2+-Dynamiken in EAE Voraus-
setzung, da die Ausgangsintensität der einzelnen Axone nicht vorbekannt ist. 
Mittels FRET-Ca2+-Indikatoren lässt sich aus dem Verhältnis der beiden Fluorophore eine 
semiquantitative	Aussage	über	die	[Ca2+]cyt treffen. CerTN-L15 ist aufgrund der stabilen 
genetische Expression in verschiedenen Zielgeweben sowie der homogenen Verteilung 
50
ohne Aggregatbildung in Neuronen gut für unsere Studie geeignet (Heim and Griesbeck 
2004).
Im Gegensatz zu Calmodulin-basierten Sensoren ist für Troponin-C außerhalb der Be-
teiligung an der Muskelkontraktion keine biologische Funktion bekannt, sodass der 
Ca2+-bindende Anteil des Sensors kaum physiologische Bindungspartner in Neuronen 
hat. Durch Untersuchungen zur Anatomie und zum Verhalten von TN-XXL-transgenen 
Tieren	konnte	gezeigt	werden,	dass	diese	 in	einzelnen	Test	 leichte,	 jedoch	signifikante	
Verhaltensvarianten aufweisen. Möglicherweise beruhen diese Effekte auf einer Ca2+-me-
diierten Modulation der Plastizität bestimmter Thalamus-Amygdala Kreisläufe (Diren-
berger et al. 2012). 
In	vorangegangen	Studien	etablierte	Minh	Schumacher	die	Darstellung	und	Quantifizie-
rung der Ca2+-Konzentration in Axonen des Rückenmarks in-vivo mittels 2-Photonenmik-
roskopie. Verschiedene Umgebungsvariablen können dabei das Verhalten des Troponin-C 
Moleküls	beeinflussen	(Grienberger	and	Konnerth	2012).	Das	Protein	besteht	aus	einer	
N-terminalen	regulatorischen	Bindestelle	mit	zwei	niedrig-affinen	Ca2+-Bindestellen und 
zwei	weiteren	C-terminalen	Bindestellen.	Letztere	binden	mit	hoher	Affinität	Ca2+ und 
Mg2+ (Filatov et al. 1999). Damit können Schwankungen der intrazellulären Mg2+-Kon-
zentration die Messwerte für Ca2+ verfälschen. 
Des Weiteren sind die eingesetzten Fluorophore, wie auch die Ca2+-Bindung selbst pH-ab-
hängig. Insgesamt besteht allerdings für CerTN-L15 in-vitro nur eine vergleichsweise 
geringe	pH-Abhängigkeit	für	pH-Werte	≥	6,8.	Das	non-lineare	Verhalten	mit	Abfall	der	
FRET-Ratio bei kleineren pH-Werten beruht in erster Linie auf der unterschiedlichen 
pH-Sensitivität von Citrin und CFP (Griesbeck et al. 2001; Heim and Griesbeck 2004). 
Da in EAE-Läsionen erniedrigte pH-Werte beschrieben sind (Friese et al. 2007), führte 
Minh Schumacher Kontrollexperimente in Thy1-CFP23 x Thy1-YFP16 Tieren mit EAE 
durch. In entzündlichen Läsionen war die YFP:CFP-Ratio bei diesen Tieren unverändert 
gegenüber der Kontrolle, sodass kein Hinweis auf eine pH-vermittelte Verfälschung des 
CerTN-L15-Signals bei EAE-Läsionen besteht. 
Zusätzlich konnte durch in-vitro Versuchen gezeigt werden, dass CerTN-L15 kaum tem-
peraturabhängigen Veränderungen unterliegt (Heim and Griesbeck 2004). Innerhalb die-
ser Limitationen ist CerTn-L15 also gut zur Messung zellulärer Ca2+-Dynamiken geeig-
net	(Heim	and	Griesbeck	2004).	Unter	definierten	Bedingungen	lässt	sich	für	CerTN-L15	
mittels Titration von Ca2+ eine	Dosis-Wirkungskurve	 aufstellen	 und	 so	 die	 spezifische	
Dissoziationskonstante Kd des Sensors ermitteln. Diese liegt für CerTN-L15 bei 1.2 µM 
(Heim	and	Griesbeck	2004).	Da	die	physiologische	[Ca2+]cyt in Neuronen zwischen 50nm 
und 100nm liegt (Grienberger and Konnerth 2012), werden aufgrund der durch die Kd 
gegebenen	Affinität	des	Sensors	Veränderungen	detektiert,	die	deutlich	über	den	physio-
logischen Schwankungen des Ruhe-Ca2+ liegen. Diese sind damit gut geeignet, um einen 
biologisch	signifikanten	Anstieg	der	[Ca2+]cyt zu messen. 
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In der vorliegenden Studie unterscheiden wir entsprechend anhand eines Schwellenwer-
tes	(Mittelwert	der	[Ca2+]cyt gesunder Kontrollaxone + 3 Standardabweichungen) Axone 
mit	niedriger	[Ca2+]cyt von	Axonen	mit	hoher	[Ca2+]cyt. 
Diese binäre Interpretation des Signals wurde gewählt, da Messungenauigkeiten durch 
die	oben	diskutierten	Einflussfaktoren	keinen	direkten	Rückschluss	auf	die	exakte	[Ca2+]
cyt erlauben. Schließlich ist es wichtig zu berücksichtigen, dass Ca2+-Indikatoren Verände-
rungen	der	freien	[Ca2+]cyt messen (Grienberger and Konnerth 2012). Die freien Ca2+-Io-
nen stehen im Gleichgewicht mit den an Ca2+-Puffer wie Calretinin, Parvalbumin, Calbin-
din-D9k und Calbindin-D28k gebundenen Ionen (Schwaller 2010). Da Ca2+-Indikatoren 
stets als exogene Ca2+ -Puffer wirken (Helmchen, Imoto, and Sakmann 1996) und so zur 
Gesamtmenge des verfügbaren Ca2+-Puffers in der Zelle beitragen, verändern Ca2+ -Indi-
katoren auch das Gleichgewicht der freien Ca2+-Ionen (Neher and Augustine 1992). 
In vorangegangen Studien konnte Minh Schumacher für den CerTN-L15 Sensor keine 
Abhängigkeit der FRET-Ratio von der Signalintensität (als Maß der Expression) nach-
weisen,	 sodass	 kein	 deutlicher	 Hinweis	 auf	 eine	 biologisch	 signifikante	Auswirkung	
dieses Effekts auf die Axone bei EAE besteht. In meinen Experimenten detektierte ich 
entsprechend nach in-vivo Applikation Ca2+-freier EGTA-Lösung bei EAE eine Normali-
sierung erhöhter FRET-Ratios sowie nach Stimulation von Neuronen im Rückenmark mit 
Glutamat einen deutlichen Anstieg der FRET-Ratio.
Zusammengefasst erfüllt der angewandte Sensor also die folgenden Voraussetzungen: (1) 
eine homogene und helle Darstellung einzelner Neuronen und ihrer Axone, (2) Funktio-
nalität des exprimierten Proteins zur Messung von Ca2+-Dynamiken über der natürlichen 
Schwankung mittels 2-Photonenmikroskopie, (Heim et al. 2007) (3) ausreichende Stabi-
lität des Ca2+-Sensors in entzündlichen EAE Läsionen. 
6.2.2 Technische Aspekte der Wirkstoffapplikation in EAE
Für die vorliegenden Untersuchungen ist es entscheidend, pharmakologische Wirkstoffe 
zuverlässig und reproduzierbar an ihrer Zielstruktur im Rückenmark zu applizieren. In 
Experimenten mit gleichzeitig erfolgender lichtmikroskopischer Betrachtung der Ziel-
strukturen können die eingesetzten Pharmaka in Abhängigkeit von ihrer Lösbarkeit und 
ihren optischen Eigenschaften zur Absorption und Streuung im Lichtweg führen. Lichts-
ensitive Substanzen (z.B. Nifedipin) können durch Lichtexposition deaktiviert werden. 
Diese Eigenschaften wurden durch regelmäßiges Austauschen der Bad/Immersionslö-
sung und wiederholte Waschschritte berücksichtigt. 
Für die in-vivo Mikroskopie im Rückenmark erfolgte jeweils unter Anästhesie eine Lami-
nektomie über zwei Wirbelsegmente, die Öffnung der Dura mater sowie die Modellierung 
einer künstlichen Wanne aus Agarose, um die Bad/Immersionslösung zu fassen (Misgeld, 
Nikic, and Kerschensteiner 2007; Williams et al. 2014). Anhand von Positiv-Kontrollen 
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konnte in der vorliegenden Arbeit für einzelne Wirkstoffe exemplarisch gezeigt werden, 
dass	die	oberflächlich	gelegenen	Axone	im	Rückenmark	nach	Entfernung	der	Dura	er-
reicht werden. 
So führt 1) die Applikation von NO-Donatoren zu einem raschen Anstieg der axonalen 
[Ca2+]cyt und in der Folge zu einer Degeneration der Axone. 2) Mittels Bepridil lässt sich 
dieser Effekt nahezu vollständig blocken. 3) Ebenso führt die Applikation von Glutamat 
an den Somata und Dendriten einzelner Neurone im Rückenmark zu einem raschen An-
stieg	der	axonalen	[Ca2+]cyt . 
Aussagen über die Gewebegängigkeit anderer Wirkstoffe lassen sich begrenzt aus diesen 
Experimenten ableiten, insbesondere zu welchem Grad diese in das Myelon diffundieren 
und welcher Konzentrationsgradient sich zwischen Bad-Lösung und Gewebe einstellt. 
Die Wirkstoffe müssen dabei einerseits die Pia mater überschreiten und andererseits 
durch das dichte Rückenmarks-Parchenchym diffundieren, wo sie potentiell enzymati-
schen Abbaumechanismen und Proteinbindungen unterliegen. Chemische Eigenschaften, 
wie	die	Fettlöslichkeit	beeinflussen	die	Diffusion	dabei	 entscheidend	 (Sendelbeck	and	
Urquhart 1985). 
Bei der Applikation von Neuromodulatoren wie Glutamat ist in tieferen Regionen und 
insbesondere in der grauen Substanz ein rascher Abbau durch Glutamatdehydrogenase 
wahrscheinlich. So konnte eine vergleichbare Studie von Brumley und Kollegen (Brum-
ley et al. 2007) zeigen, dass nach Applikation von 5-HT auf dem dorsalen Rückenmark 
ein steiler dorso-ventraler Konzentrationsgradient entsteht und nur ein verhältnismäßig 
kleiner Anteil der Ursprungskonzentration in tief gelegenen Regionen nachweisbar ist. 
In den vorliegenden in-vivo Experimenten wurden, bedingt durch die limitierte Eindring-
tiefe der 2-Photonen Mikroskopie, ausschließlich Axone betrachtet, die innerhalb der 
oberen	50µm	des	Rückenmarks	liegen.	Bei	diesen	Experimenten	spielen	die	beschriebe-
nen Konzentrationsgradienten also nur eine geringe Rolle. 
Diese kommen insbesondere dann zum tragen, wenn im Anschluss an die in-vivo Ex-
perimente	eine	Analyse	des	fixierten	Gewebes	erfolgt	und	tiefer	gelegene	Regionen	be-
trachtet werden. Die Entstehung der Konzentrationsgradienten ist damit ein möglicher 
Nachteil dieser Methode gegenüber anderen Applikationsformen. 
Die tatsächliche Konzentration der einzelnen Wirkstoffe im Hirngewebe wurde für die 
vorliegenden Untersuchungen nicht bestimmt. Basierend auf unseren eigenen Erfahrun-
gen und publizierten Daten anderer Gruppen müssen aufgrund der physiologischen Ab-
baumechanismen in-vivo gegenüber in-vitro Experimenten etwa 100-1000-fach höhere 
Konzentrationen des jeweiligen Wirkstoffes eingesetzt werden, um einen vergleichbaren 
Effekt zu erzielen (Akay, Fouad, and Pearson 2008). 
Die angewandte offene Applikationsform birgt den Nachteil, dass die Tiere während der 
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Wirkstoffapplikation in Narkose liegen und die Dauer des Experiments typischerweise 
auf 4-6 h Stunden begrenzt ist. Es wird folglich nur ein kurzer Ausschnitt des entzündli-
chen Prozesses in einer EAE-Läsion betrachtet. Für eine länger andauernde Wirkstoffap-
plikation von Bepridil können Minipumpen eingesetzt werden, die über mehrere Tage 
den Wirkstoff kontinuierlich intrathekal abgeben (Abbildung 18)(Theeuwes and Yum 
1976; Sendelbeck and Urquhart 1985). 
Hierbei sind jedoch drei wichtige Einschränkung zu berücksichtigen: (1) aufgrund der 
kontinuierlich Liquorzirkulation lässt sich das chronische Konzentrationsgleichgewicht 
im Rückenmarks-Parenchym nur eingeschränkt kalkulieren. (2) Durch die Applikation 
des subduralen Katheters ist eine interindividuell unterschiedliche traumatische Gewebe-
schädigung möglich und muss entsprechend berücksichtigt werden. (3) Durch die techni-
schen Eigenschaften der Pumpen sind nur begrenzte Therapiezeiträume möglich. 
6.2.3 Stärken und Limitationen des EAE-Tiermodells
In der vorliegenden Untersuchung betrachten wir in erster Linie Mechanismen der aku-
ten, entzündlich mediierte Axondegeneration. Hierfür ist die akute EAE ein geeignetes 
Modell, da die Tiere bereits nach 10-14 Tagen eine schnell progrediente, von kaudal auf-
steigende Paralyse entwickeln. 
Histopathologisch	kommt	es	korrespondierend	im	ZNS	zu	einer	fokalen	Infiltration	von	
Leukozyten sowie zu einer Aktivierung mononukleärer Zellen. Innerhalb dieser entzünd-
lichen Läsionen kommt es in der Folge neben einer Demyeliniserung zu einem ausgepräg-
ten Axonverlust durch FAD, mit geschwollenen und fragmentierten Axonen. Damit bildet 
das Modell einen akuten klinischen Verlauf ab, wie er beispielsweise bei der ADEM oder 
der akut verlaufenden Multiple Sklerose (AMS) beobachtet wird. 
Bei Patienten mit schubförmig verlaufender Multipler Sklerose steht während der ein-
zelnen Schübe die demyelinisierende Komponente gegenüber dem akuten Axonverlust 
im	Vordergrund.	Dies	erklärt	die	häufig	gute	Rückbildung	der	Schubsymptomatik	durch	
Remyelinisierung. 
Im chronischen Verlauf und überwiegend unabhängig von der Anzahl der Schübe (Cree 
2017) besteht eine kontinuierliche Behinderungsprogression, die mit einem Axonverlust 
und einer Atrophie des Hirnparenchyms einhergeht (Steenwijk et al. 2016). 
Folglich spielen bei der MS neben den betrachteten Mechanismen der akuten Axonde-
generation auch Aspekte der chronischen Axonschädigung durch andauernde Demyeli-
nisierung, diffuse Entzündung und mitochondriale Schäden eine Rolle, welche in dem 
untersuchten Tiermodell nicht vollständig abgebildet werden. 
Neben dem unterschiedlichen zeitlichen Verlauf, bestehen auch für die Ausprägung der 
Immunantwort wichtige Unterschiede. So wird einerseits die EAE in Tieren induziert, die 
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typischerweise in Inzuchtstämmen gehalten werden und damit einen gemeinsamen gene-
tischen Hintergrund teilen, während die Multiple Sklerose bei Menschen mit unterschied-
lichen	genetischen	Varianten	auftritt	und	durch	diese	beeinflusst	wird	(Tizaoui	2017).	
Desweiteren bestehen wichtige Unterschiede zwischen dem menschlichen und dem muri-
nen Immunsystem (Lublin et al. 1993; Mestas and Hughes 2004). Während humanes Blut 
reich an Neutrophilen ist (50–70% Neutrophile, 30–50% Lymphozyten), weisen Mäuse 
ein Lymphozyten-dominiertes Blutbild auf (75–90% Lymphozyten, 10–25% Neutrophi-
le ). Zusätzlich ist die murine EAE ein primär durch CD4+ (Th1+ und Th17+) T-Zellen 
vermitteltes Krankheitsmodell (Friese et al. 2006), dagegen sind in der MS zytotoxische 
CD8+ T-Zellen entscheidend beteiligt (Goverman, Perchellet, and Huseby 2005). 
Diese Unterschiede spiegeln sich auch in der Translation von Therapien aus dem Tiermo-
dell in humane Studien wieder. So wurde im Tiermodell beobachtet, dass neutralisierende 
IFN-gamma AK zu einem schwereren Verlauf der EAE führen (Lublin et al. 1993). In 
humanen Studien an MS-Patienten führte eine Behandlung mit IFN-gamma dagegen zu 
einer Zunahme der Krankheitsaktivität (Panitch et al. 2011). Andererseits liess sich die 
protektive Wirkung einer Blockade der VLA-4 (alpha4beta1 integrin)-VCAM-1-Interak-
tion (Yednock et al. 1992) auch in humanen Studien reproduzieren (Miller et al. 2003). 
Insbesondere bezüglich histologischer Parameter bestehen innerhalb der entzündlichen 
Läsionen deutliche Übereinstimmungen zwischen EAE und MS bezüglich der fokalen 
Infiltration	von	Immunzellen	und	den	Stadien	der	FAD	(Nikić	et	al.	2011).	
Basierend auf diesen Beobachtungen gehen wir davon aus, dass sich mechanistische 
Grundlagen der entzündlichen Axondegeneration bei der MS gut anhand der EAE unter-
suchen lassen.
6.3 Die Rolle von Ca2+ in der FAD
In entzündlichen Läsionen kommt es bei der akuten EAE zu einem ausgeprägten Axon-
verlust.	In	der	histopathologischen	Betrachtung	dieser	Läsionen	finden	sich	dabei	unter-
schiedliche Stadien der Axondegeneration mit (1) morphologisch intakten, (2) geschwol-
len, und (3) fragmentieren Axonen. Anhand von in-vivo Untersuchungen in Mauslinien 
mit einzelnen genetisch markierten Axonen im Rückenmark konnte unsere Arbeitsgruppe 
zeigen, dass diese Stadien der fokalen Axondegeneration (FAD) in entzündlichen Läsio-
nen sequentiell und unabhängig vom Myelinisierungsstatus des Axons erfolgen. 
Bemerkenswerterweise ist das erste Stadium der Axonschwellung in einem Teil der Axo-
ne	reversibel	und	eröffnet	so	die	Möglichkeit	einer	therapeutischen	Intervention	(Nikić	
et al. 2011). Minh Schumacher konnte zeigen, dass es bei der FAD bereits früh zu einem 
Anstieg	der	axonalen	[Ca2+]cyt	kommt	und	Axone	mit	hoher	[Ca2+]cyt	häufiger	anschwellen	
und fragmentieren. Diese Ergebnisse stimmen gut mit vorangegangenen Befunden über-
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ein, die eine entscheidende Rolle von Ca2+ im Prozess der Axondegeneration in verschie-
denen Modellen zeigen (Coleman 2005; Stirling and Stys 2010) überein. 
Ein entscheidend neuer Aspekt ist dabei die Beobachtung, dass Axone in der Lage sind, 
die	erhöhte	[Ca2+]cyt wieder zu normalisieren. Damit steht Ca2+ gewissermaßen am Schei-
deweg zwischen irreversibler Degeneration und Erholung des Axons. Axone mit erhöhter 
[Ca2+]cyt	befinden	sich	für	einen	bestimmten	Zeitraum	in	einem	metastabilen	Zustand,	der	
Gelegenheit	für	eine	therapeutische	Intervention	gibt,	mit	dem	Ziel,	die	[Ca2+]cyt zu nor-
malisieren und damit eine irreversible Degeneration des Axons zu verhindern. 
In einer parallel durchgeführten in-vivo Untersuchung in einem Modell der traumatischen 
Axonschädigung im Rückenmark konnte Phil Williams ebenfalls zeigen, dass Axone mit 
hoher	[Ca2+]cyt	mit	größerer	Wahrscheinlichkeit	fragmentieren,	während	niedrigere	[Ca2+]
cyt einen protektiven Effekt haben. Des Weiteren konnte in dieser Arbeit nachgewiesen 
werden, dass der Ca2+-Influx	von	 extrazellulär	 erfolgt,	 indem	der	Anstieg	 der	 [Ca2+]cyt 
durch Komplexierung mittels EGTA effektiv verhindern werden konnte. Dabei verhin-
derte die Depletion von Ca2+ im Extrazellulärraum auch ein Anschwellen und Fragmen-
tieren der Axone (Williams et al. 2014).
6.4 Quellen des axonalen Ca2+- Einstroms
Während eine entscheidende Rolle von Ca2+ in Prozessen der Axondegeneration sowohl 
in Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe als auch durch die Befunde anderer Arbeitsgruppen 
nachgewiesen wurde (William et al 2014, Vargas et al 2015) sind die zugrundeliegenden 
Quellen des Ca2+-Einstroms sowie die Mechanismen desselben weiter nur unvollständig 
verstanden. 
Dabei bestehen Hinweise auf eine Axonschädigung durch Mediatoren, welche aus Ma-
krophagen und aktivierter Mikroglia freigesetzt werden (Haider et al. 2011; Zeis et al. 
2009;	Nikić	et	al.	2011)	und	direkt	die	Funktion	von	Ionenkanälen	oder	der	Zellmembran	
beeinträchtigen. Andererseits könnten diese, gemeinsam mit einer stattgehabten Demye-
linisierung und einem verstärkten, durch Glutamat mediierten Ca2+-Einstrom zu einer 
Schädigung von Mitochondrien mit resultierender virtueller Hypoxie und Depolarisation 
führen (Friese et al, 2014). In der Folge würde eine Fehlfunktion und Umverteilung von 
Ionenkanälen zu einem weiteren Ca2+-Einstrom führen (Peter K. Stys and Waxman 2005; 
Friese, Schattling, and Fugger 2014). 
Dabei sind als Quellen des Ca2+-Einstroms durch Ionenkanäle sowohl der Extrazellulär-
raum als auch eine zusätzliche Freisetzung aus Inositol 1,4,5-triphosphate (IP3)-kontrol-
lierten Ca2+-Speichern wie dem ER (Stirling et al. 2014) und den Mitochondrien (Forte 
et	 al.	 2007)	 beschrieben.	Die	 erhöhte	 [Ca2+]cyt führt in der Folge zur Aktivierung von 
Ca2+-abhängigen Enzym-Komplexen (Phospholipasen, Calpain), die durch Um- und Ab-
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bauvorgänge die funktionelle und strukturelle Schädigung des Axons vermitteln.
In der vorliegenden Arbeit wurden mögliche Quellen des axonalen Ca2+-Einstroms in der 
FAD in entzündlichen EAE-Läsionen im lumbalen Rückenmark untersucht. Durch in-vi-
vo Farbstoffe, welche mononukleäre Zellen darstellen, konnten entzündliche Läsionen 
identifiziert	werden.	Innerhalb	dieser	Läsionen	wurden	einzelne	Axone	über	einen	Zeit-
raum von 4 Stunden beobachtet und hierbei Veränderungen des FAD-Stadiums und der 
axonalen Ca2+-Konzentration evaluiert. So etablierte ich Kontrollparameter für die Raten 
der FAD-Stadien-Übergänge und der Übergänge zwischen hoher und niedriger Ca2+-Kon-
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zentration. Dabei konnte ich die Ergebnisse vorangegangener Untersuchungen (Nikic et. 
al (FAD) und Minh Schumacher (FAD und Ca2+)) reproduzieren. 
Basierend auf diesen Vordaten nahm ich in erster Linie pharmakologische Therapieexpe-
rimente bei EAE vor, analog zu den durch Phil Williams erfolgten Arbeiten im Modell der 
traumatischen Rückenmarksschädigung (Williams et al. 2014). Durch Ca2+-Komplexie-
rung mittels EGTA konnte ich zeigen, dass die Depletion des extrazellulären Ca2+ über 
4 Stunden zu einer Normalisierung der intra-axonalen Ca2+-Konzentration führt. Diese 
Intervention verzögert das Fortschreiten der FAD und unterbricht den Fragmentations-
prozess von Axonen. 
Diese	Ergebnisse	untermauern	die	Hypothese,	dass	die	axonale	[Ca2+]cyt nicht nur eine 
prädiktive Aussage über das Schicksal eines Axons in der FAD erlaubt, sondern auch me-
chanistisch zentrale Voraussetzung für den Ablauf der akut degenerativen Prozesse in der 
FAD sind. Die Modulation des axonalen Ca2+ bietet einen therapeutischen Angriffspunkt. 
Desweiteren geben diese Daten Hinweis auf einen entscheidenden Anteil des Ca2+-Ein-
stroms aus dem Extrazellulärraum, da die Ca2+-Komplexierung mittels EGTA nur die 
extrazelluläre	[Ca2+] reduziert und nicht intrazellulär wirkt (Takadera, Ohtsuka, and Aoki 
2010.) 
Diese Befunde sind in Übereinstimmung mit nachfolgenden Untersuchungen meiner Kol-
legen Alexander Scheiter und Jonas Lehmitz. Diese untersuchten in Tieren mit genetisch 
im ER exprimierten Ca2+-Indikatoren die Ca2+-Konzentrationen im axoplasmatischen ER 
([Ca2+]ER) in der EAE. Diese Studien zeigen, dass einerseits in frühen Stadien FAD keine 
signifikanten	Veränderungen	der	ER-Ca2+-Konzentration auftreten, während diese für die 
[Ca2+]cyt bereits früh, vor manifesten morphologischen Veränderungen nachweisbar ist. 
Ebenso war eine pharmakologische Depletion des ER-Ca2+ nicht hinreichend, um eine 
FAD hervorzurufen (Abbildung 17, Jonas Lehmitz und Alexander Scheiter). 
Abbildung 17: ER-Ca2+ in EAE a) In vivo multiphotonen Projektionsbild (oben: Graustufen, 
unten:	farbkodiert	für	ratiometrische	Darstellung	der	axonalen	[Ca2+]ER) des Rückenmarks einer 
gesunden Kontroll-Thy1-TwitchER Maus (links) und zum Zeitpunkt der akuten EAE (rechts) 
b) In vivo multiphotonen Projektionsbild (farbkodiert für ratiometrische Darstellung der axo-
nalen	[Ca2+]ER)	in	verschiedenen	Stadium	der	FAD.	c)	Axonale	[Ca2+]ER dargestellt als YFP/CFP 
Ratio in gesunden Kontrolltieren, nach Koffeinapplikation, in EAE in Stadium 0, 1, 2 Axonen 
(von rechts nach links). d) Sequentielle in vivo multiphotonen Projektionsbilder (farbkodiert für 
ratiometrische	Darstellung	 der	 axonalen	 [Ca2+]ER) einer gesunden Thy1-TwitchER Maus nach 
unter	Applikation	von	Koffein.	e)	Axonale	[Ca2+]ER dargestellt als YFP/CFP Ratio unter Appli-
kation von Koffein. f) Sequentielle in vivo multiphotonen Projektionsbilder (farbkodiert für 
ratiometrische	Darstellung	 der	 axonalen	 [Ca2+]cyt) einer gesunden Thy1-TwitchER Maus nach 
unter	Applikation	von	Koffein.	g)	Axonale	[Ca2+]cyt dargestellt als YFP/CFP Ratio unter Appli-
kation von Koffein (Daten und Abbildung erstellt von Jonas Lehmitz und Alexander Scheiter).
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6.5 Mechanismen des axonalen Ca2+-Einstroms
In dem zweiten Teil der Arbeit untersuchte ich, welche Mechanismen den Ca2+-Einstrom 
in Axonen bei der EAE vermitteln. Dort kommt es in entzündlichen Läsionen möglicher-
weise durch mitochondriale Schädigung und Demyeliniserung zur Fehlfunktion sowie 
Umverteilung von Ionenkanälen (Friese, Schattling, and Fugger 2014). 
In vorangegangenen Studien zu verschiedenen neurologischen Erkrankungen sowie in 
in-vitro Modellen der Axondegeneration (Fern, Matute, and Stys 2014) wurden diese Ver-
änderungen untersucht und eine Reihe von möglichen Ca2+-Eintrittswegen vorgeschla-
gen, beispielsweise spannungsabhängige Ionen-Kanäle (Knoferle et al. 2010; Ouardouz 
et al. 2003; Agrawal, Nashmi, and Fehlings 2000; Brand-Schieber and Werner 2004), 
Na+/Ca2+-Austauscher (NCX) (P. K. Stys, Waxman, and Ransom 1992; Tomes and Agra-
wal 2002; Agrawal and Fehlings 1996), pH-sensitive Ionenkanäle (Friese et al. 2007) und 
Glutamatrezeptoren (Ouardouz, Coderre, Basak, et al. 2009; Ouardouz, Coderre, Zampo-
ni, et al. 2009). 
Um den Stellenwert dieser Mechanismen in der EAE in-vivo einzuordnen, führte ich eine 
Serie von Pilot-Experimenten durch. In diesen Versuchen testete ich, welche potentiellen 
entzündlichen Schädigungsmechanismen in-vivo einen akuten Ca2+-Influx	in	Axone	ver-
mitteln. 
6.5.1 Glutamat
Glutamat, als wichtiger exzitatorischer Neurotransmitter führt vor allem durch Aktivie-
rung	ionotroper	Glutamatrezeptoren	zu	einem	Influx	von	Ca2+-Ionen in Zellen und be-
stimmt in Abhängigkeit von Konzentration und synaptischer gegenüber extra-synapti-
scher Rezeptoraktivierung, ob zellerhaltende oder schädliche Zellprogramme aktiviert 
werden (Hardingham and Bading 2010). 
Für eine Rolle von Glutamat in der MS spricht, dass sich in Gehirn und Liquor von Patien-
ten mit Multipler Sklerose erhöhte Konzentrationen dieses Neurotransmitters nachweisen 
lassen (Sarchielli et al. 2003; Azevedo et al. 2014), die von aktivierten mononukleären 
Zellen oder geschädigten Neuronen sezerniert werden (Piani et al. 1991). Entsprechend 
wurde für die Inhibition von AMPA- und NMDA-Rezeptoren ein protektiver Effekt in 
EAE gezeigt (Basso et al. 2008; Wallström et al. 1996; Smith et al. 2000; Sulkowski et 
al. 2014; Hollinger et al. 2016; Siffrin et al. 2010). Siffrin und Kollegen konnten durch 
Blockade von NMDA-Rezeptoren den Th17-mediierten Ca2+-Anstieg in Axonen hem-
men (Siffrin et al. 2010).
In unseren Versuchen konnten wir durch direkte Exposition gegenüber hoch konzent-
riertem	Glutamat	weder	Veränderungen	der	axonalen	[Ca2+]cyt noch der Morphologie von 
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Axonen	im	Rückenmark	auslösen.	Um	auszuschließen,	dass	EAE-spezifische	Verände-
rungen wie Demyeliniserung oder Rezeptorumverteilung notwendige Vorbedingung für 
eine glutamatmediierte Schädigung darstellen, wiederholten wir die Experimente in der 
akuten EAE und konnten auch hier keine Axonschädigung nachweisen. 
Eine mögliche Erklärung dieser Ergebnisse wäre ein unzureichender Übertritt des Gluta-
mats in das Hirnparenchym bzw. eine ausreichend schnelle Entfernung des Glutamats 
durch Enzyme und Wiederaufnahmeprozesse.
Allerdings führt die Glutamatexposition in tiefer im Rückenmark liegenden Neuronen 
und deren Dendriten zu einem rapiden Anstieg des intrazellulären Ca2+ und es kommt 
rasch zur Fragmentation von Dendriten. Diese Befunde dienen damit als interne Kont-
rolle und belegen, dass in unseren Experimenten eine ausreichende Konzentration an der 
Zielstruktur vorhanden war, um Glutamatrezeptoren zu aktivieren. 
In Zusammenschau der Befunde hat die Applikation von Glutamat auf neuronale Zellkör-
per	und	deren	Dendriten	direkte	Effekte	auf	die	[Ca2+]cyt, während an Axonen kein akuter 
Effekt beobachtet wird. Möglicherweise ist dies auf unterschiedliche Rezeptorexpressi-
onsmuster an Soma und Axon zurückzuführen. So wurde an Axonen in erster Line eine 
modulatorische Wirkungen auf die Depolarisationsschwelle und das Aktionspotential be-
schrieben (Sasaki et al. 2011). Diese beruht auf sogenannten Nanokomplexen, die entlang 
der Internodien begrenzt sind und dort – Glutamat-abhängig – die intra-axonalen Ca2+ 
Speicher kontrollieren (Stirling and Stys 2010). Jonas Lehmitz und Aleksander Scheiter 
konnten dabei zeigen, dass eine Depletion dieser intrazellulären Speicher im axoplas-
matischen	Retikulum	nicht	genügt,	um	die	axonale	[Ca2+]cyt auf pathologisch wirksame 
Konzentrationen zu heben (Abbildung 17).
Grundsätzlich kann damit jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die Effekte ei-
ner erhöhten Glutamatkonzentration im Extrazellulärraum aufgrund von ausgeprägten 
Ca2+-Puffer-Mechanismen und Rezeptorinaktivierung erst im chronischen Verlauf bei-
spielsweise durch Schädigung von Oligodendrozyten (Werner et al. 2000) und gemein-
sam mit anderen Stressoren zu einer vermehrten Schädigung von Axonen führen, wäh-
rend eine akute Axonschädigung durch Regulationsvorgänge verhindert werden kann. 
Basierend auf der gezeigten neurotoxischen Wirkung hoher Glutamatkonzentrationen an 
Neuronen und deren Dendriten ist möglicherweise der Einsatz von Glutamat-Antagonis-
ten günstig, um Neurone in der grauen Substanz zu schützen und den Verlust von Dendri-
ten und Synapsen zu verhindern. 
Des Weiteren wird es in Zukunft wichtig sein, zu zeigen, ob sich Effekte einer Inhibition 
von Glutamatrezeptoren auch auf klinische Studien übertragen lassen und inwiefern diese 
Effekte	spezifisch	neuroprotektiver	Natur	sind,	bzw.	welchen	Anteil	daran	eine	reduzierte	
Infiltration	mononukleärer	Zellen	hat	(Basso	et	al.	2008).	Bei	MS-Patienten	konnte	eine	
Phase II Studie zur Wirksamkeit von Riluzol, einem Inhibitor der Glutamatfreisetzung 
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an Nervenendigungen, und einem NMDA-Rezeptor-Modulator (Peluffo et al. 1997) bei 
früher	MS	keinen	signifikanten	Effekt	auf	die	Hirnatrophie	nachweisen	(Waubant	et	al.	
2014). Eine weitere Phase II Studie zur Behandlung der progredienten MS läuft aktu-
ell (“MS-SMART: Multiple Sclerosis-Secondary Progressive Multi-Arm Randomisation 
Trial - ClinicalTrials.gov” n.d.).
6.5.2 pH-sensitive Ionenkanäle
In entzündlichen Läsionen kommt es durch metabolische Anpassungsvorgänge in Im-
munzellen und hypoxischem Gewebe zur Ausbildung eines sauren Milieus (Friese et al. 
2007; Vergo et al. 2011). Die in der Folge erhöhte Protonenkonzentration stellt somit 
einen weiteren möglichen Schädigungsmechanismus an Axonen dar, in dessen Rahmen 
Säure-sensitive Ionenkanäle (ASICs) aktiviert werden. Einer dieser Rezeptoren (ASI-
C1a) wird auf Axonen exprimiert und ist neben erniedrigten pH-Werten auch durch Ara-
chidonsäure,	Lactat	und	verminderte	extrazelluläre	[Ca2+] aktivierbar. ASIC1a vermittelt 
den Eintritt von Natrium-, wie auch Ca2+-Ionen (Yermolaieva et al. 2004). In in-vitro- 
und EAE-Studien wurde für die pharmakologische Blockade dieses Rezeptors sowie in 
Asic1-KO Tieren ein protektiver Effekt auf Axone im ZNS beobachtet (Friese et al. 2007; 
Vergo et al. 2011). 
Analog zu den vorangegangen Experimenten mit erhöhter Glutamatkonzentration konn-
ten in der vorliegenden Arbeit durch eine Behandlung von Rückenmarksaxonen bei ge-
sunden und EAE-Tieren mit stark gepuffertem künstlichen Liquor bei einem pH-Wert 
von 6,5 keine schädigenden Effekte auf Morphologie und Ca2+-Konzentration der ober-
flächlichen	Axone	nachgewiesen	werden.	
Dabei ist zu beachten, dass ausgeprägte Puffermechanismen im Hirnparenchym in-vivo 
möglicherweise eine ausreichende Absenkung des pH-Werts im Zielbereich verhindern. 
Des weiteren kann es grundsätzlich durch pH-Werte <6,8 zu einem (nicht Ca2+-abhän-
gigen) Abfall der FRET-Ratio kommen, sodass ein Effekt möglicherweise nicht detek-
tiert wird. Wir kreuzten daher CerTNL-15-Tiere mit Asic1-KO-Tieren. Im Falle einer 
entscheidenden Rolle des Asic1-Kanals für den Ca2+-Einstrom bei EAE wäre eine redu-
zierte	Axondegeneration	in	diesen	Tieren	zu	erwarten.	Nach	Quantifizierung	des	Anteils	
von	[Ca2+]cyt -hohen Axonen sowie der Verteilung der morphologischen FAD-Stadien war 
auch in diesen Experimenten bei der akuten EAE (Onset +2-+3) kein Unterschied zwi-
schen den Gruppen nachweisbar. 
Diese Ergebnisse sind grundsätzlich mit den vorangegangenen Studien (Friese et al. 2007) 
vereinbar,	da	sich	auch	hier	erst	im	späteren	Verlauf	der	EAE	ein	signifikant	günstigerer	
Verlauf	manifestierte.	Einen	eindeutigen	akuten	Effekt	auf	die	axonale	[Ca2+]cyt und die 
Axonmorphologie durch Absenken des extrazellulären pH-Wertes konnten wir in unseren 
Experimenten jedoch nicht nachweisen. 
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In weiterführenden Studien sollte untersucht werden, ob es beispielsweise in chronisch 
progredienten EAE-Modellen durch erniedrigte pH-Werte zu einem erhöhten Energiebe-
darf der Axone kommt und ob sich langfristig durch eine entsprechende Hemmung von 
ASIC-Kanälen protektive Effekte erzielen lassen. 
Bei MS-Patienten konnte in einer klinischen Phase II Studie zur Wirksamkeit von Amilo-
rid	bei	Neuritis	N.	optici	kein	signifikanter	neuroprotektiver	Effekt	nachgewiesen	werden	
(McKee et al. 2017). Eine weitere Phase II Studie zu Amilorid bei Patienten mit progre-
dienter MS läuft aktuell (“MS-SMART: Multiple Sclerosis-Secondary Progressive Mul-
ti-Arm Randomisation Trial- ClinicalTrials.gov” n.d.).
1.1.1 Reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies
Vorangegangene Studien zu Mechanismen des axonalen Schadens bei EAE zeigen, dass 
in entzündlichen Läsionen deutlich erhöhte Konzentrationen von ROS/RNS vorkommen 
und eine pharmakologische Therapie mit Radikalfängern sich günstig auf die FAD aus-
wirkt	(Nikić	et	al.	2011).	Weitere	Studien	zur	MS	unterstreichen	diese	Befunde.	So	treten	
erhöhte Konzentrationen oxidierter Phospholipide in axonalen Schwellungen und Be-
reichen	mit	gestörtem	axonalen	Transport	auf	und	sind	mit	dem	Maß	der	Inflammation	
korreliert (Haider et al. 2011). Diese Daten lassen auf eine bedeutende Rolle oxidativer 
Schädigungen bei der axonalen Degeneration im Rahmen der MS schließen. 
Die Quelle der ROS/RNS, wie Superoxide, Hydroxyradikale, H2O2 und NO in entzündli-
chen Läsionen sind in erster Linie aktivierte mononukleäre Zellen, die diese Moleküle im 
Rahmen eines „oxidative burst“ freisetzen, um Pathogene zu eliminieren (van Horssen 
et al. 2011). In diesen Zellen kommt es durch ROS-produzierende Enzyme wie Mye-
loperoxidasen, Xanthinoxidasen und NADPH-Oxidasen zur Freisetzung großer Mengen 
von ROS. Diese ROS wie Superoxid (O2-), OH-, H2O2 sind aufgrund unpaarer Elektronen 
besonders reaktive Moleküle und können schnell weitere Radikale generieren. 
Die	beiden	häufigsten	ROS	sind	Hydroxylradikale	und	Hydroperoxyl.	Hydroxylradikale	
sind kleine, relativ kurzlebige und hochreaktive Moleküle. Diese entstehen typischerwei-
se durch die Fenton-Reaktion, bei der Fe2+ mit H2O2 reagiert, sowie in der Haber-Weiss 
Reaktion, bei der aus Fe3+ und Superoxid Fe2+ entsteht (Ayala, Muñoz, and Argüelles 
2014). So können Superoxide mit NO reagieren, welches durch die NO-Synthase (NOS) 
erzeugt wird und so hochreaktives Peroxynitrit (ONOO-) bilden. 
In Übereinstimmung mit vorangegangen Befunden, die bereits morphologische Verän-
derungen, ähnlich der FAD nach Applikation von H2O2	und	NO	beschrieben	(Nikić	et	
al. 2011), konnte ich zeigen, dass die Applikation von H2O2 und NO-Donatoren auf das 
Rückenmark	rasch	zu	einem	Anstieg	der	axonalen	[Ca2+]cyt führt, gefolgt von axonaler 
Schwellung	und	Fragmentation.	Diese	Axonschädigung	betrifft	sowohl	dicke	(>1,5	µM)	
als	auch	dünne	(<1.5µM)	Axone	und	spiegelt	die	Veränderung	der	FAD	in	EAE	gut	wie-
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der. Sie stellt somit ein geeignetes Modell dar, um mögliche Axon-protektive Wirkstoffe 
zu untersuchen.
In weiteren Experimenten konnte ich nachweisen, dass die Applikation des Ca2+-Kanal/
NCX Blockers Bepridil in-vivo im Rückenmark die NO-mediierte Axon-Degeneration 
nahezu vollständig verhindert. NCX Proteine können in Abhängigkeit des elektroche-
mischen Gradienten von Na+ über die Membran einen Ca2+-Eflux	 („forward mode“ ) 
oder Ca2+-Influx	(„reverse mode“) über die Membran vermitteln. Der „forward-mode“ 
stellt die typische physiologische Arbeitsweise des NCX dar. Im Rahmen von synapti-
scher-Übertragung sowie in pathologischen Gewebeveränderungen dominiert der rever-
se-mode (Khananshvili 2014). 
Um eine entscheidende Rolle des „NCX-reverse-mode“ in NO-mediierter Axonschä-
digung zu prüfen, setzte ich in einer weiteren Serie von Experimenten den selektiven 
NCX-reverse mode Inhibitor KB-R7943 ein und konnte auch damit eine NO-mediierte 
Axonschädigung deutlich reduzieren. Diese Befunde lassen die Hypothese als möglich 
erscheinen, dass es durch die Applikation von NO-Donatoren zu einer Depolarisation 
der Membran und in der Folge zu einem Einstrom von Ca2+ in das axonale Cytoplasma 
kommt. 
In Übereinstimmung mit diesen Ergebnissen konnten Kapoor und Kollegen zeigen, dass 
die Applikation von NO-Donatoren an Hinterwurzel-Axonen zu einem Leitungsblock 
führt. Diese wird durch Applikation von Na-Kanal- (Flecainid) und NCX Blockern 
(Bepridil) nahezu vollständig verhindert (Kapoor et al. 2003). Zusätzlich konnte durch 
in-vitro Untersuchungen an Astrozyten gezeigt werden, dass NO einen direkten Effekt 
auf den NCX ausübt und hierdurch einen Ca2+-Einstrom vermittelt (Kitao et al. 2010). 
Brand-Schieber et al. konnten in einem Modell mit akuter adoptive-transfer EAE in SJL/
J-Tieren zeigen, dass eine subkutane Behandlung mit Bepridil von Beginn des Lympho-
zyten-Transfers	an	den	EAE-Verlauf	günstig	beeinflusst.	
Basierend auf diesen Befunden im “NO-Modell” wurden in der vorliegenden Arbeit die 
Wirksamkeit einer NCX-Inhibition an Axonen im Rückenmark bei EAE untersucht. Um 
immunmodulierende Effekte möglichst auszuschließen, wählten wir einen Ansatz, bei 
dem Bepridil an Tieren mit akuter EAE (onset+2/+3) direkt auf dem Rückenmark ap-
pliziert wurde und einzelne Axone über einen Zeitraum von 4 Stunden verfolgt werden 
konnten. Anhand dieser Daten konnten die Ca2+-Dynamiken und Stadienübergänge ein-
zelner	Axone	über	diesen	Zeitraum	verglichen	werden.	Es	zeigte	sich	kein	signifikanter	
Unterschied zwischen Therapie- und Kontroll-Gruppe. 
Parallel untersuchten mein Kollege Minh Schumacher und ich die intrathekale Applikati-
on von Bepridil anhand osmotischer Minipumpen während der akuten EAE. 
Die	Auswertung	der	Axonstadien	im	fixierten	Gewebe	ergab	ebenfalls	keinen	eindeutigen	
Unterschied zwischen den Versuchsgruppen. Diese Befunde sprechen gegen einen hinrei-
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chend protektiven Effekt von Bepridil in der FAD in EAE. 
1.1.2 Mitochondrien und virtuelle Hypoxie
Verschiedene Studien deuten auf eine zentrale Rolle einer mitochondrialen Schädigung 
in Axonen bei der Progression der MS hin (D. J. Mahad et al. 2009; Witte et al. 2009). 
Dabei	 kommt	 es	 durch	 chronische	 Inflammation	 zu	 einem	 Funktionsdefizit	 und	 einer	
Transportstörung mit resultierendem Energie-Mangel in den Axonen (Witte et al. 2010). 
Entscheidende Funktion der Mitochondrien ist die Herstellung von ATP durch oxidative 
Phosphorylierung (OXPHOS). 
Dabei fallen physiologischerweise ROS und NO an. Diese werden durch antioxdative 
Enzym-Systeme (SOD, Glutathion) neutralisiert (Witte et al. 2014). Sind diese Prozesse 
gestört oder überlastet, kommt es zu einer Akkumulation von ROS in den Mitochondrien. 
Aufgrund eines fehlenden Schutzes der mitochondrialen DNA (mtDNA) durch Histone 
entstehen zunehmend DNA-Mutationen (Wei et al. 1998). 
Diese	Mutationen	 führen	 zu	 einem	 progredienten	 Funktionsdefizit	 der	 Komplexe	 der	
Atmungskette. So ist die Aktivität des Komplex I der Atmungskette mit zunehmenden 
mtDNA Mutationen reduziert (Lu et al. 2000). Die Aktivität des Komplex IV der At-
mungskette ist gesteigert (Witte et al. 2009; D. J. Mahad et al. 2009), möglicherweise 
kompensatorisch, um den elektrochemischen Gradienten über der Membran aufrecht-
zuerhalten (Witte et al. 2010). Es kommt hierdurch zu einem weiteren Anstieg der ROS 
Produktion in den Mitochondrien. Dieser selbstverstärkende Zyklus der mitochondrialen 
Schädigung ist in Tiermodellen durch Mutationen der mtDNA-Polymerase (Trifunovic et 
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Abbildung 18: Intrathekale Applikation von Bepridil versus Trägerlösung mittels os-
motischer Minipumpen (ALZET®) a) Klinischer EAE Score an Tag 0-3 nach Symp-
tombeginn	 b)	 Verteilung	 der	 Axonstadien	 im	 fixierten	 Gewebe	 (perfundiert	 an	 Tag	 3	 nach	
Symptombeginn)	(Bepridil	n=7	Tiere,	Vehicel	n=6	Tiere,	Experimente	gemeinsam	mit	Minh	Schu-
macher	durchgeführt,	die	Auswertung	 im	fixierten	Gewebe	erfolgte	durch	Minh	Schumacher).	
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al. 2004) reproduzierbar. Zusätzlich kommt es durch die Freisetzung von ROS/RNS aus 
Immunzellen zu einer Nitrierung mitochondrialer Proteine und damit zu einer zusätzli-
chen Schädigung der Mitochondrien (Qi et al. 2007). Auch im humanen Hirnparenchym 
finden	sich	sowohl	 in	entzündlichen	Läsionen	(Lu	et	al.	2000),	als	auch	in	der	normal	
erscheinenden weißen Substanz (NAGM) (Blokhin et al. 2008) von MS-Patienten Hin-
weise auf eine mitochondriale Schädigung (D. Mahad, Lassmann, and Turnbull 2008). 
Durch den resultierenden ATP-Mangel bricht die Pumpleistung der Na+/Ca2+-ATPase ein 
und es kommt zum Einstrom von Natrium sowie zur Depolarisation des Axons (Waxman 
2006). Um den Natrium-Einstrom zu kompensieren, wird der „reverse-mode“ des NCX 
aktiviert. Dies führt zur Reduktion der Natriumkonzentration auf Kosten der Ca2+-Kon-
zentration (Kornek et al. 2001). Die Akkumulation von Ca2+ in Axonen führt zur Aktivie-
rung von Ca2+-abhängigen Cystein-Proteasen, die zum Abbau des Zytoskeletts führen. Es 
kommt zur Schwellung bzw. Fragmentation des Axons (Kornek et al. 2001). 
In verschiedenen tierexperimentellen Studien wurden diese Mechanismen untersucht. So 
führt (1) bei EAE die virale Überexpression von SOD2 im N. opticus zu einer deutli-
chen	Reduktion	des	neuronalen	Zelltods	bei	unveränderter	Immunzellinfiltration	(Qi	et	
al. 2007). Diese Ergebnisse werden gestützt durch (2) Untersuchungen in Cyclophilin D 
knock-out Tieren. Cyclophilin D ist ein Regulator der mitochondrialen transition pore 
(MPTP). Eine Öffnung der MPTP führt zur Depolarisation von Mitochondrien. Bei Cy-
clophilin D knock-out Tieren kommt es zu einem milderen Verlauf der EAE und Neuro-
nen aus diesen Tieren sind in-vitro resistenter gegenüber oxidativem Stress (Forte et al. 
2007). 
Neben einer direkten ROS/NO mediierten Schädigung von Mitochondrien kommt es bei 
EAE bereits früh zu einer Störung des axonalen Transports von Mitochondrien, welche 
in einer “Penumbra” der entzündlichen Läsion in der Remissionsphase wieder reversibel 
ist. Bemerkenswerterweise lässt sich dieser Prozess einerseits durch NO-Donatoren in 
gesunden Tieren induzieren, andererseits führt die Applikation des NO-Scavengers cT-
PIO bei EAE zu einer Verbesserung des axonalen Mitochondrien-Transports (Sorbara et 
al. 2014).
1.1.3 Membranschädigung
Nachfolgende Untersuchungen von Jan Bewersdorf und Maarten Witte zeigen, dass es in 
entzündlichen EAE-Läsionen bereits in frühen Stadien der FAD zu Lecks in der Axonme-
bran (Nanopores) kommt, durch die kleine Farbstoffmoleküle in das Axoninnere gelan-
gen. Möglicherweise stellen diese „Nanoporen“ damit eine entscheidende Eintrittsprorte 
für extrazelluläre Ca2+-Ionen dar. Diese axonalen Membran-Lecks wurden erstmals in 
einem Modell der milden Hirnschädigung bei Katzen beschrieben. Eine plötzliche Erhö-
hung des Hirndrucks führte dabei zur intra-axonalen Akkumulation von Meerrettichpero-
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xidase (HRP). Bemerkenswerterweise kommt es in eben diesen Axonen im Zeitverlauf 
zu fokalen Schwellungen und zur Fragmentation (Povlishock et al. 1983). Mein Kollege 
Philip Williams beschrieb, dass es in einem murinen Modell der traumatischen Rücken-
marksverletzung	zu	einem	teils	reversiblen	Anstieg	der	axonalen	[Ca2+]cyt kommt. 
Gleichzeitig kommt es zur Aufnahme von Dextranmolekülen in die Axone durch Me-
chanoporen. Diese Mechanoporen tragen maßgeblich zum Ca2+-Eintritt in Axone bei und 
die	Dauer	bis	zum	Wiederversiegeln	dieser	Membran-Poren	beeinflusst	über	die	Regula-
tion	[Ca2+]cyt das Überleben der Axone (Williams et al. 2014). In analogen Farbstoff-Aus-
schluss-Experimenten konnten Jan Bewersdorf und Maarten Witte einen Ca2+-Einstrom 
durch axonale Membran-Lecks auch bei der akuten EAE nachweisen. 
Dabei war die Aufnahme der Farbstoffmoleküle abhängig von deren Größe und dem 
Myeliniserungsstatus der Axone. Untersuchungen in Perforin-knock-out und Comple-
ment-knock-out Tieren zeigen, dass diese Mechanismen keinen direkten Effekt auf die 
Farbstoff-Aufnahme bei EAE haben. Diese Befunde werden gestützt durch aktuelle Be-
richte anderer Arbeitsgruppen, die mittels HRP-Ausschluss-Experimenten zeigen konn-
ten, dass es zum Zeitpunkt der akuten EAE, wie auch in der prä-symptomatischen Phase 
zu Veränderungen der axonalen Membran kommt (Leung et al. 2017).
Welche Mechanismen der Entstehung von Nanoporen bei der EAE zugrunde liegen ist 
Gegenstand	aktueller	Studien.	Es	lässt	sich	spekulieren,	dass	die	Infiltration	von	Leuko-
zyten und die Aktivierung von Mikrogliazellen Veränderungen der Zell-Membran her-
vorrufen, die dann weitere biologische Prozesse der Axondegeneration anstoßen. Diese 
Überlegungen stützen sich auf zum Teil alte Studien (Hirata and Axelrod 1980; Farooqui 
et al. 2004), die zeigen, dass es durch die damit verbundene Ausschüttung von Neurot-
ransmittern und Cytokinen zur Methylierung von Phospholipiden und Aktivierung von 
Phospholipasen kommt. Diese führen zum Ca2+-Einstrom in die Zelle sowie zur Freiset-
zung von Arachidonsäure. 
Arachidonsäure ist die Vorläufersubstanz von Cyclooxygenasen und Lipoxygenasen. Cy-
clooxygenasen katalysieren die Bildung von Prostaglandinen, Lipoxygenasen die von 
Hydroxy- und Hydroxyperoxy-lipiden (Hirata and Axelrod 1980). Zusätzlich kommt es 
im Rahmen der enzymatischen Reaktionen der Prostaglandinsynthese zur Entstehung 
weiterer ROS und einem positiven Feedbackmechanismus (Halliwell 2007; Zaleska and 
Wilson	1989;	Farooqui,	Ong,	and	Horrocks	2004).	Korrespondierend	finden	sich	auch	im	
Liquor von MS Patienten erhöhte Prostaglandin-Spiegel als Ausdruck von oxidativem 
Stress (Greco et al. 1999). 
In der Lipidoxidation werden 3 Phasen unterschieden: Initiation, Propagation und Termi-
nation (Ayala, Muñoz, and Argüelles 2014). Kommt es zur Initiation durch ein Prooxi-
dans, beispielsweise einem Hydroxylradikal, so entsteht eine Kettenreaktion, die durch 
Reaktion mit Sauerstoff zur Entstehung von Lipidradikalen führt (Propagation). Diese 
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Abbildung 19: Nachweis von Nanoporen in EAE mittels Applikation von Farbstoffmo-
lekülen a)	 Konfokal-mikrokopisches	 Projektionsbild	 in	 fixiertem	Gewebe	 (oben:	 Graustufen,	
unten: Fehlfarbendarstellung der Axonmorphologie (grau) und Dextran 3 kD (rot) einer ge-
sunden Kontroll-Thy1-CerTNL15 Maus (links) und zum Zeitpunkt der akuten EAE (rechts) b) 
Anteil	Farbstoff-positiver	Axone	nach	Applikation	inerter	fluoreszenter	Farbstoffe	unterschied-
licher Molekülgröße in Kontrolltieren (links) und in Stadium 0, 1, 2 Axonen in EAE (rechts). 
c) In vivo multiphotonen Projektionsbild des Rückenmarks einer Thy1-CerTNL15-Maus zum 
Zeitpunkt der akuten EAE. Links: Fehlfarbendarstellung der Axonmorphologie (grau) und von 
Cadaverin	 (rot).	 Ratiometrische	 Darstellung	 der	 axonalen	 [Ca2+]cyt. Rote Pfeilspitzen: Axon 
mit	 Farbstoffaufnahme	 und	 hoher	 [Ca2+]cyt.	 d)	 Links:	 [Ca2+]cyt dargestellt als YFP/CFP Ra-
tio in Farbstoff-negativen (schwarze Punkte) und Farbstoff-positiven (rote Punkte) Axonen in 
Kontrolltieren, Stadium 0, Stadium 1 und Stadium 2 Axonen in EAE-Tieren (von links nach 
rechts).	Rechts:	Anteil	der	Farbstoff-positiven	Axone	für	[Ca2+]cyt-hohe	(oben)	und	[Ca2+]cyt-nied-
rigen Axone in Kontrolltieren, Stadium 0, Stadium 1 und Stadium 2 Axonen in EAE-Tieren 
(von links nach rechts) (Daten und Abbildung erstellt von Maarten Witte und Jan Bewersdorf). 
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Phase setzt sich solange fort, bis ein Antioxidans wie Tocopherol ein Wasserstoff-Atom 
abgibt und die Reaktion damit beendet (Termination) (Ayala, Muñoz, and Argüelles 
2014). 
Basierend auf diesen Überlegungen ist es vorstellbar, dass es bei EAE zur Veränderung 
der	Membranfluidität	und	in	der	Folge	zu	Lipidstrukturdefekten	und	der	Entstehung	von	
Nanoporen kommt, die den unkontrollierten Einstrom von Ca2+- Ionen erlauben (Her-
mann et al. 2014). Die Prävention solcher Nanoporen wären damit eine wichtige Ziel-
struktur neuer Therapiestrategien zur Behandlung der Multiplen Sklerose. Insbesondere 
die Inhibition und Reduktion der überschießenden Lipidoxidation wäre dabei ein viel-
versprechender Ansatz, um eine irreversible fokale Axondegeration in MS-Patienten zu 
verhindern.
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Abbildung 20: Schema der Kettenreaktion der Lipidoxidation (Basierend auf Ayala, Muñoz, 
and Argüelles 2014). 
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Kapitel 7: Schlussfolgerung und Ausblick
In Zusammenschau der aktuellen Befunde bei EAE und MS bestehen fundierte Hinweise 
darauf,	dass	durch	die	autoimmune	 Inflammation	 freigesetzte	 reaktive	Sauerstoff-	und	
Stickstoffspezies und in der Folge durch (Per-)Oxidation von Phospholipiden Defekte in 
der Axon-Membran entstehen. Diese Membran-Lecks ermöglichen einen Ca2+-Einstrom 
und spielen dabei eine zentrale Rolle bei der fokalen Axondegeneration. 
Damit sind Therapien, die das ROS/RNS Gleichgewicht im Hirnparenchym wiederher-
stellen, eine attraktive Alternative zu den derzeit verfügbaren immunsuppressiven Thera-
piestrategien. Dabei sind grundsätzlich verschiedene Ansatzebenen denkbar. (1) So könn-
te auf der Ebene der Mitochondrien und des Metabolismus die Produktion von ROS/RNS 
und andere durch eine „virtuelle Hypoxie“ ausgelöste Prozesse gehemmt und dadurch die 
initial	durch	Neuroinflammation	angestoßene	Spirale	unterbrochen	werden.	
Hier setzten möglicherweise aktuelle Therapiestudien zu Biotin (MD1003) an. Biotin ist 
essentiell für die Synthese von Fettsäuren und den Energiemetabolismus. Die hochdosier-
te Gabe dieses Vitamins soll die “virtuelle Hypoxie” in Neuronen durch eine gesteigerte 
Energieproduktion verhindern (Sedel et al. 2016; Birnbaum and Stulc 2017). Erste klini-
sche Studien geben Hinweise auf eine anhaltende Verbesserung des EDSS als Maß der 
motorischen	Defizite	von	MS	Patienten,	sodass	bereits	basierend	auf	der	Phase	II	Studie	
(Tourbah et al. 2016) eine Zulassung in Frankreich erfolgte. Eine Phase III Studie in Eu-
ropa und USA rekrutiert aktuell Patienten (“Effect of MD1003 in Progressive Multiple 
Sclerosis (SPI2)- ClinicalTrials.gov” n.d.). In einer weiteren Therapiestudie mit MitoQ 
werden basierend auf positiven Effekten (Mao et al. 2013) bei EAE direkt antioxidative 
Effekte an Mitochondrien untersucht. Hierzu wird aktuell eine Phase II Studie zur Be-
handlung der Fatigue bei MS Patienten durchgeführt (“MitoQ for Fatigue in Multiple 
Sclerosis  - ClinicalTrials.gov” n.d.).
(2) Nrf2/ARE sind antioxidative Enzyme, die bei EAE und MS kompensatorisch ver-
stärkt exprimiert werden (van Horssen et al. 2011). Unter der Annahme, dass eine weitere 
Überexpression anti-oxidative Effekte auf Neuronen ausübt, wurde bei mit dem NRF2 
Induktor Sulforaphan behandelten Tieren nach LPS-Injektion eine reduzierte Mikro-
glia-Aktivierung beobachtet. Möglicherweise ist auch ein Teil der Effekte der Therapie 
mit	Dimethylfumarat	(Tecfidera)	auf	antioxidative	Effekte	über	eine	vermehrte	Expres-
sion von Nrf2 zurückzuführen (Bomprezzi 2015; Kappos et al. 2012; van Horssen et al. 
2011, Chen et al. 2014). 
3) Um die Bedeutung von ROS/RNS für ein Auslösen der Axondegeneration bei EAE zu 
untersuchen, sind weitere tierexperimentelle Studien notwendig. Ein mögliches Design 
wäre die selektive Überexpression von antioxidativen Enzymen (beispielsweise SOD (Qi 
et al. 2007), Nrf2 (Shih et al. 2005), Glutathion Peroxidase 4, Gpx4 (Ran et al. 2006) 
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). Mittels Injektion viraler Vektoren in Hinterwurzelganglien (Kohro et al. 2015) oder 
Ventrikel (Watson et al. 2006) könnte so das antioxidative Potential einzelner Neuronen 
selektiv verbessert werden. Diese Neuronen sollten innerhalb entzündlicher Läsionen 
besser gegen FAD durch oxidativen Stress geschützt sein.
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Abbildung 21: Putativer Mechanismus der Axonschädigung in entzündlichen Lä-
sionen:	 Durch	 die	 Infiltration	 und	 Aktivierung	 von	 Phagozyten	 kommt	 es	 zur	 Freisetzung	
großer Mengen reaktiver Sauerstoff-/Stickstoffspezies (ROS/RNS). Mehrfach ungesättigte 
Fettsäuren (poly unsaturated fatty acids, PUFAs) in der Axonmembran sind anfällig für Lipi-
doxidation. Peroxidierte PUFAs werden von der Phospholipase A2 erkannt und aus der Lipid-
membran „geschnitten“. Die Produkte (freie Fettsäure (FFAs) und Lysophospholipide(LPLs) 
werden freigesetzt und führen zu einer Reihe von Effekten. Einerseits wirken diese pro-in-
flammatorisch	 und	 treiben	 die	 Entzündungsreaktion	 weiter	 an,	 andererseits	 führt	 der	 Ein-
bau derselben in die Lipidmembran zu Defekten in der Mikroarchitektur der Axonmembran 
und	 schließlich	 zur	 Entstehung	 von	 Nanoporen,	 die	 den	 Einstrom	 von	 fluoreszent	 markier-
ten Dextran-Molekülen und Ca2+-Ionen ermöglichen. Dieser unkontrollierte Calcium-Ein-
strom führt schließlich zur Aktivierung von Calpain und zur fokalen Axondegeneration. 
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Kapitel 8: Abschließender Kommentar
Die Multiple Sklerose, eines der großen neurologischen Krankheitsbilder, bleibt – auch 
150 Jahre nach ihrer Erstbeschreibung durch Jean-Martin Charcot – in ihrem Kern rät-
selhaft. 
Zwar haben die letzten Dekaden durch eine breite Förderung der MS-Forschung und 
einzelne herausragende Forscherpersönlichkeiten bedeutende Fortschritte im Verständnis 
der zugrundeliegenden neuroimmunologischen Prozesse erbracht. Auch verzeichnen wir 
mittlerweile eine breite Palette therapeutischer Optionen in der Behandlung des schub-
förmigen Verlaufs der MS – zuletzt ein erstes zugelassenes Präparat für die primär-pro-
grediente MS. Und dennoch bedeutet die Diagnose MS für den Patienten weiterhin einen 
Einschnitt mit folgenschwerer Tragweite, bleibt doch der tatsächliche Verlauf der Erkran-
kung beim Einzelnen unvorhersagbar. 
Bei einem Teil der Patienten kommt es zu einem schleichenden Voranschreiten der kli-
nisch-neurologischen Funktionsstörung, dessen Ursprung wir weiterhin nur unvollständig 
verstehen, und dem wir noch weniger mit effektiven Therapien entgegentreten können.
Eingangs stellte ich die grundlegenden Konzepte zur Immunologie der MS als primär 
autoimmune Erkrankung des zentralen Nervensystems dar. Ich erörterte die kennzeich-
nenden pathologischen Eckpunkte und zeigte auf, weshalb die Mechanismen axonaler 
Ca2+-Dynamiken als entscheidende Weiche des axonalen Schicksals einen attraktiven An-
satzpunkt für neuroprotektive Therapiestrategien darstellen. 
Aus den berichteten experimentellen Untersuchungen folgerten wir, basierend auf den 
Vorarbeiten von Minh Schumacher, dass der Einstrom von Ca2+-Ionen primär aus dem 
Extrazellulärraum erfolgt. Wir prüften verschiedene Hypothesen zu Auslösern axonaler 
Schädigung in entzündlichen Läsionen und fanden, dass durch die  Applikation von ROS/
RNS – in Übereinstimmung mit vorangegangenen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe (Nikic 
et al. 2011) – eine „FAD-ähnliche“ axonale Schädigung ausgelöst werden kann. 
In diesem vereinfachten Modell der FAD verhinderte Bepridil und somit die pharmako-
logische Inhibition des Na+/Ca2+-Austauschers effektiv eine NO-mediierte Axonschädi-
gung. In den nachfolgenden Therapiestudien zur EAE ließ sich jedoch kein protektiver 
Effekt einer Behandlung von Axonen mit Bepridil nachweisen. 
In Zusammenschau mit den nachfolgenden Arbeiten von Jan Bewersdorf und Maarten 
Witte könnte dieses Ergebnis dadurch erklärbar sein, dass der Einstrom von Ca2+-Ionen 
bei der immunvermittelten Axondegeneration in erster Linie durch Defekte in der Axon-
membran - im Sinne von Nanoporen - erfolgt. Möglicherweise führen große Mengen frei-
gesetzter ROS/RNS zu einer unkontrollierten Lipidoxidation und in der Folge zu „Brü-
chen“ der Axonmembran - experimentell durch die Aufnahme von Farbstoffmolekülen 
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nachweisbar – die einen unkontrollierten Übertritt von Ca2+-Ionen ermöglichen. 
Diese neue Hypothese zu den Mechanismen axonaler Ca2+-Dynamiken bedarf weiterer 
Verfeinerung durch anschließende Arbeiten mit der Frage nach der Beschaffenheit der 
postulierten Nanoporen und den auslösenden Mediatoren. 
Eine weitere Entschlüsselung dieser Fragen könnte attraktive neue Therapieansätze eröff-
nen, mit dem Ziel, die axonale Ca2+-Konzentration zu stabilisieren und so die Degenera-
tion von Axonen und damit irreversible klinisch-neurologische Schäden zu verhindern. 
Der Aufbruch zur Erforschung des Kerns der MS – der progredienten, autoimmun ver-
mittelten Neurodegeneration – ist erfolgt. Die Dynamik und Aktualität der Fragestellung 
wird eindrücklich verdeutlicht durch die Gründung multinationaler Forschungsnetzwerke 
wie der Progressive MS Alliance. Noch sind grundlegende Fragen ungelöst und das letzt-
liche Ziel der Forschung nicht erreicht: Das Fortschreiten der Erkrankung zu unterbre-
chen und damit die schwerwiegenden Folgen der Diagnose MS zu verringern. 
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